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RESUMO 
 
A inibição do metabolismo do folato é uma importante estratégia no tratamento 
de doenças infecciosas. No metabolismo do folato, a enzima diidrofolato 
redutase (DHFR) catalisa a redução do diidrofolato a tetraidrofolato. Este 
metabólito é essencial para a biossíntese de DNA e proteínas. Portanto, o 
desenvolvimento de novos antagonistas da diidrofolato redutase tem sido 
considerado como uma boa estratégia para melhorar o tratamento das doenças 
infecciosas. No presente trabalho, foi desenvolvido uma relação estrutura-
atividade a partir de 17 diaminoquinazolinas inibidoras da DHFR do 
Staphylococcus aureus (SaDHFR) empregando para isso, a regressão linear 
múltipla. Sete inibidores, não incluídos no grupo treino foram usados para validar 
o modelo de QSAR. Em adição, docagem molecular foi empregada para avaliar 
o reconhecimento molecular entre a SaDHFR e a série de diaminoquinazolinas. 
Além disso, os perfis farmacocinéticos e toxicológicos teóricos foram avaliados 
para os ligantes mais potentes. Os resultados obtidos por docagem molecular 
sugerem que as interações hidrofóbicas entre os ligantes e os resíduos Ile51, 
Phe93, Leu55, Val32 e Leu29, são importantes para a potência dos ligantes. O 
modelo de QSAR desenvolvido apresentou valores de R2treino, Q2 e R2pred igual a 
0.90, 0.90 e 0.65, respectivamente. Os descritores incluídos no modelo, indicam 
a importância do pKa e da refratividade para a atividade biológica. Os análogos 
28A-12, 28A-13 e 28A-21 exibem um perfil farmacodinâmico, farmacocinético e 
toxicológico favorável. Os resultados obtidos por meio de diferentes abordagens 
computacionais podem ser úteis no planejamento de novos fármacos 
antimicrobianos mais potentes e com menos efeitos colaterais. 
 
.  
 
Palavras-chave: Inibidores, diidrofolato redutase, S. aureus, 
diaminoquinazolinas, docagem molecular, metabolismo do folato. 
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ABSTRACT  
 
Inhibition of the folate metabolism is an important strategy in the treatment of 
infectious diseases. In the folate metabolism, the dihydrofolate reductase (DHFR) 
catalyses the reduction of dihydrofolate to tetrahydrofolate. This metabolite is 
essential for the synthesis of DNA and proteins. Therefore, developing new 
dihydrofolate reductase antagonist has been considered as a good strategy to 
improve infectious diseases treatment. In this work, a quantitative study of 
structure-activity relationship of 17 diaminonazolines inhibitors of the 
Staphylococcus aureus DHFR (SaDHFR), were performed by using multiple 
linear regression. Seven inhibitors, not included in the training group, were used 
to validate the QSAR model. In addition, molecular docking was used to study 
molecular recognition between SaDHFR and diaminoquinazolines derivatives. 
Moreover, theoretical pharmacokinetics and toxicological profile was determined 
for the most potent ligands. The molecular docking study suggest that 
hydrophobic interactions between the ligand and the residues Ile51, Phe93, 
Leu55, Val32 and Leu29, are important for potency. The model of QSAR 
generated values of R2training, Q2 and R2pred equal to 0.90, 0.90 and 0.65, 
respectively. The descriptors included in the model, indicate the importance of 
pKa and molar refractivity biological activity. The analogs 28A-12, 28A-13 e 28A-
21 exhibit a favorable theoretical pharmacodynamics, pharmacokinetics and 
toxicological profile. The results obtained for different computational approaches, 
may be useful in design of new antimicrobial drugs more potent and with few side 
effects. 
.  
 
 
 
Keywords: Inhibitors, dihidrofolate reductase, S. aureus, diaminoquinazolines, 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O processo responsável pelo desenvolvimento de novos fármacos 
caracteriza-se por ser oneroso, lento e arriscado do ponto de vista do 
investimento aplicado, demorando de 10 a 15 anos e com custos que variam de 
897 milhões de dólares a até 1,9 bilhão de dólares1, 2. 
Com o intuito de obter sucesso no desenvolvimento de novos fármacos, 
métodos de planejamento assistido por computador (in silico) tem sido 
empregados, pois fornecem importantes informações sobre dados experimentais 
e mecanismo de ação, além de poder sugerir estruturas moleculares antes 
mesmo de sua síntese, ajudando desta forma na tomada de decisões de custo-
benefício3. 
Diversos métodos computacionais são empregados no planejamento de 
novos fármacos, como a docagem molecular, a triagem virtual, mapas 
farmacofóricos e QSAR (relação quantitativa estrutura-atividade)1. Umas das 
vantagens destes métodos é que suportam um grande número de compostos a 
serem testados e exigem uma infraestrutura mais simples quando comparados 
aos métodos tradicionais que buscam compostos bioativos4. Um dos melhores 
exemplos onde o planejamento racional obteve êxito no desenvolvimento de 
novos fármacos fora na descoberta dos inibidores da HIV protease e do Imatinib 
(Gleevec®), um antineoplásico empregado no tratamento da leucemia 
mielogênica crônica5, 6. 
O presente estudo consiste no emprego de vários métodos de planejamento 
de fármacos assistido por computador para a melhor compreensão do processo 
de reconhecimento molecular entre uma série de análogos 
diaminoquinazolínicos e a enzima diidrofolato redutase do Staphylococcus 
aureus, uma bactéria que adquiriu resistência a diversos antimicrobianos e que 
hoje é um importante patógeno responsável por infecções hospitalares e que 
pode também ser adquirida em ambiente não hospitalar.  
Segue uma descrição das origens da quimioterapia antimicrobiana, a 
importância clínica do Staphylococcus aureus, a enzima alvo deste trabalho (a 
diidrofolato redutase), seus inibidores e alguns métodos computacionais 
empregados no planejamento de fármacos. 
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1.1. Quimioterapia e resistência antimicrobiana  
 
Dentre os maiores avanços da medicina moderna, o desenvolvimento de 
compostos antimicrobianos merece grande destaque visto que, inúmeras 
doenças antes consideradas letais hoje são passíveis de tratamento ou cura com 
simples esquemas terapêuticos que consistem na administração de apenas 
alguns comprimidos ao dia7. 
Estes avanços tiveram como trabalhos pioneiros o do bacteriólogo alemão 
Paul Ehrlich, que em 1910 (Figura 1), introduziu na clínica o 3-amino-4-
hidroxifenilarsênico(I) (salvarsan ou arsfenamina) no combate ao Treponema  
pallidum, agente causador da sífilis, sendo considerado o marco da 
quimioterapia antimicrobiana dirigida8. Porém, a descoberta da penicilina em 
1928 pelo bacteriologista Alexander Fleming mudou o curso tratamento das 
infecções bacterianas, uma vez que este fora o primeiro antibiótico de sucesso, 
abrindo caminho para uma classe de antibióticos que interfeririam na biossíntese 
da parede celular bacteriana9.  
 
Figura 1. Evolução cronológica da descoberta e desenvolvimento dos primeiros 
antibióticos. Fonte: Wright (2014)10. 
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Após a descoberta da penicilina, a busca por novos antimicrobianos 
estendeu-se a compostos sintéticos. Os trabalhos de Domagk com o corante 
vermelho prontosil, demonstraram efeitos curativos deste azo composto quando 
injetado em ratos submetidos a doses letais de estreptococos, sendo mais tarde 
atribuída esta atividade à sulfanilamida, um metabólito do prontosil gerado por 
ativação metabólica10.  
A busca por análogos mais potentes que a sulfanilamida culminou na 
descoberta da sulfapiridina em 1937, que demonstrou-se não apenas mais 
potente que a sulfanilamida como também com um espectro antimicrobiano mais 
amplo, sendo eficaz contra meningococos, gonococos e outras bactérias11. 
Porém seu uso clínico só fora realizado em 1943, no tratamento da pneumonia10.  
Após a descoberta da sulfapiridina estudos mais completos sobre a 
penicilina foram realizados, revelando seu potencial clínico em 1941 através dos 
trabalhos de Chain e Florey12. No mesmo ano do uso clínico da sulfapiridina, um 
novo metabólito microbiano com propriedades antibióticas fora descoberto, a 
estreptomicina, isolada do microrganismo Streptomyces griséus por Albert 
Schatz10. 
O termo quimioterapia designado por Ehrlich, inicialmente aplicado ao uso 
de substâncias sintéticas no combate a agentes infecciosos fora recentemente 
ampliado para englobar os antibióticos, metabólitos secundários produzidos por 
alguns microrganismos que afetam o desenvolvimento de outros 
microrganismos, além das substâncias sintetizadas por químicos medicinais13. 
As ações potentes e específicas observadas nos antimicrobianos são 
resultado de sua capacidade de interferir em alvos moleculares existentes 
apenas nos microrganismos, ou que possuam menor importância no 
metabolismo dos seres humanos7. Dentre esses alvos moleculares podemos 
citar as enzimas que compõem a maquinaria de biossíntese de nucleotídeos e 
da replicação do DNA, as enzimas responsáveis pela síntese proteica e pelos 
constituintes da parede celular14. 
Se por um lado a descoberta dos antibióticos nos últimos dois séculos 
representou um grande avanço na saúde e na longevidade dos seres humanos, 
o uso destes trouxe à tona gerações de microrganismos resistentes as mais 
diferentes classes de antibióticos15. Entre as diversas espécies de bactérias que 
adquiriram resistência estão cepas de Escherichia coli, Streptococcus 
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pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis e 
Staphylococcus aureus16-19. O reservatório dessas cepas resistentes 
descentralizou-se do ambiente hospitalar e hoje já são encontradas bactérias 
resistentes nas mãos de manipuladores de alimentos, em alimentos derivados 
de carne prontos para o consumo e em fazendas de criação de suínos para 
corte16, 20, 21.  
Apesar da existência de um grande arsenal terapêutico de antibacterianos, 
incluindo as classes químicas sufonamidas, diaminopirimidinas, quinolonas, 
betalactâmicos, tetracicliclinas, derivados nitrobenzênicos, aminoglicosídios, 
macrolídios, polipeptídios, glicopeptídios, oxozolidona, nitrofurânicos, 
nitroimidazóis e derivados do ácido nicotínico, os microrganismos adquiriram 
resistências as mais diversas classes químicas, através de mecanismos que 
incluem: mutações nos alvos moleculares aos quais o fármaco atua, inativação 
enzimática, impermeabilização e expressão de bombas de efluxo22, 23. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) em seu relatório de 2014, alertou 
que cada vez mais tratar simples infecções causadas por fungos, bactérias, vírus 
e parasitas está se tornando mais difícil, devido à resistência a compostos 
antimicrobianos, e que uma era pós-antibiótico, onde o controle de uma simples 
infecção em um ferimento não será factível, não está distante, sendo este 
panorama uma possibilidade para o século XXI24. 
 
1.2. Staphylococcus aureus 
 
Dentre as diversas espécies de microrganismos resistentes destaca-se o 
Staphylococcus aureus (S. aureus), um coco Gram-positivo que coloniza a pele 
e as fossas nasais, podendo desencadear desde processos patológicos simples 
como espinhas e furúnculos, a graves doenças como septicemia e pneumonia25. 
A designação “aureus” da espécie, está relacionada com o fato de que as 
colônias de S. aureus apresentam coloração amarelo bronze, diferentemente 
das demais espécies que são esbranquiçadas15. 
Na década de 40 as principais infecções hospitalares eram causadas por 
cepas de Staphylococcus inicialmente sensíveis à penicilina, porém em 1950 a 
resistência a penicilina já era detectada em isolados de S. aureus 26. Para 
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contornar este problema, novos antibióticos foram desenvolvidos, dentre eles a 
meticilina, uma penicilina sintética resistente a hidrólise por beta-lactamases27. 
A resistência do S. aureus não fora exclusiva à penicilina, pois logo após a 
introdução da meticilina, cepas resistentes a este último fármaco foram 
isoladas28. Estas cepas resistentes à meticilina e a todos os outros beta-
lactâmicos receberam a denominação de Staphylococcus aureus resistente à 
meticilina (SARM)27.  
Com a resistência aos beta-lactâmicos, à vancomicina passou a ser 
empregada como uma das alternativas no combate a infecções causadas por 
SARM29. Porém, a resistência à vancomicina tem sido reportada, e a essas 
novas cepas é atribuída a denominação de Staphylococcus aureus resistente à 
vancomicina (SARV)30-32. 
Inicialmente as infecções associadas ao S. aureus estavam relacionadas ao 
ambiente hospitalar porém, a natureza nosocomial destas infecções expandiu-
se e hoje é crescente o número de casos de infecções por SARM adquiridos na 
comunidade (CA-SARM)33. Os critérios que diferenciam as infecções associadas 
à comunidade da infecção hospitalar incluem: diagnóstico de SARM em um 
prazo máximo de 48 horas após a entrada no hospital, ausência de infecção 
prévia por SARM, além do que o paciente não pode ter sido submetido no último 
ano a hospitalização, admissão em instituições para cuidado, submissão à 
diálise, cirurgia e não possuam ou foram submetidos à cateteres ou dispositivos 
percutâneos34. 
Dentre os agentes farmacológicos usados atualmente no tratamento da 
SARM encontra-se a muricina, um antimicrobiano de uso tópico, a tetraciclina, 
rifampicina, e a combinação sulfametoxazol-trimetroprim, empregados pela via 
oral, a clindamicina e linezolida, ambos disponíveis em formulações para uso 
oral e intravenoso e os agentes intravenosos vancomicina, teicoplamina, 
tigeciclina, daptomicina e quinupristina-dalfopristina35.  Apesar do número 
razoável de fármacos disponíveis para o tratamento de infecções por SARM, a 
resistência a cada um deles já fora reportada36-49. 
Dados provenientes da OMS confirmam que a resistência do S. aureus é um 
problema de saúde global, com focos na África, Europa, Américas, Sudeste da 
Ásia, região do Mediterrâneo Oriental e do Pacífico Ocidental24. A maioria dos 
países pesquisados estão com proporções de SARM superior a 20%, podendo 
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chegar a 80% das cepas de S. aureus resistentes em alguns relatórios, o que 
gera a necessidade de tratamentos mais onerosos com fármacos de segunda 
linha, mais tóxicos24. 
 
1.3. O metabolismo do folato 
 
O importante papel dos folatos para a saúde humana tem sido evidenciado 
nas últimas décadas, demonstrando-se essencial para a biossíntese do DNA, a 
neurotransmissão e participação no metabolismo dos aminoácidos, com 
consequências na divisão celular, funções neurológicas e crescimento50, 51. Sua 
deficiência afeta diversos sistemas orgânicos como o hematológico, 
ocasionando hipersegmentação dos neutrófilos, com posterior produção de 
células marrons megaloblásticas, células vermelhas macrocíticas e finalmente 
anemia macrocítica52. O baixo consumo de folato durante a gestação também 
está relacionado com o aumento de partos prematuros, retardo no crescimento 
e baixo peso ao nascer52. 
O folato (ácido fólico ou pteroilglutamato) é uma vitamina hidrossolúvel, com 
estrutura molecular formada pela subestrutura pterina, conectada a amina do 
ácido para-aminobenzóico (PABA), que por sua vez está ligado ao ácido 
glutâmico através do seu grupo amino e da carbonila deste aminoácido (Figura 
2)53. 
 
Figura 2. Estrutura química do folato e suas subestruturas. A – pterina; B – ácido 
para-aminobenzóico; C – ácido glutâmico.  
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 A porção glutamato do folato pode sofrer polimerização mediada pela 
enzima folilpoliglutamato sintetase, através da formação de ligações γ-carbonil, 
formando assim, ácidos fólicos poliglutamatos com até 11 unidades de ácido 
glutâmico, sendo os folatos de 3 e 5 resíduos  os mais abundantes51. 
Organismos metazoários, dentre eles os mamíferos, não possuem 
maquinaria biossintética para a produção de folatos, sendo necessário obtê-los 
através de uma dieta rica em vegetais verdes54.  A sua captação pela célula é 
dependente de transportadores específicos, pois a presença de dois grupos 
ácido carboxílicos, que em condições fisiológicas encontram-se desprotonados, 
impede a permeação por difusão passiva54.  
As reações metabólicas do folato em eucariontes ocorrem em dois 
compartimentos celulares: no citosol e na mitocôndria (Figura 3)55. O papel 
metabólico do folato é dependente de reduções nos átomos 5, 6, 7 e 8 do anel 
pteridínico, reduções estas necessárias para a biossíntese do tetraidrofolato 
(THF)51. A redução do folato a dihidrofolato, e este a tetraidrofolato é catalisada 
pela enzima diidrofolato redutase no citossol (Figura 3)56. 
Em seguida, a serina hidroximetil transferase (eSHMT) empregando a serina 
como fonte doadora de hidroximetila, converte o THF a 5,10-
metilenotetraidrofolato (5,10-CH2-THF) com formação de glicina, sendo o 5,10-
CH2-THF um importante cofator para a metilação da 2-desoxiuridina monofosfato 
(dUMP), com formação da 2-desoxitimidina monofosfato (dTMP) pela enzima 
timidalato sintase (TS) (Figura 3)54. 
Além das reações que levam a síntese de precursores do DNA, o 5,10-CH2-
THF possui um importante papel na regulação do ciclo do tetraidrofolato, 
podendo ser convertido de forma irreversível pela enzima 5,10-
metilenotetraidrofolato redutase a 5-CH2-THF, um cofator da metionina sintase 
(MS), a qual juntamente com a vitamina B12 catalisa a conversão da 
homocisteína em metionina com formação de THF54, 57-59. A metionina pode 
conjugar-se ao ATP pela ação da AdoMet sintetase formando a S-
adenosilmetionina (AdoMet), um doador de metila com importantes funções na 
expressão e supressão gênica (Figura 3)60. 
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Figura 3. Via metabólica do folato em eucariontes. Fonte: Adaptado de Gonen 
(2012)54. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DHFR – diidrofolato redutase; DHF – diidrofolato; NADPH – nicotinamida adenina 
dinucleotídeo reduzido; NADP+ - nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado; 
eSHMT - serina hidroximetil-transferase; TS - timidalato sintase; 5,10-CH2 - 5,10-
metilenotetraidrofolato; dUMP - 2-desoxiuridina monofosfato; dTMP - 2-
desoxitimidina monofosfato; DNA – ácido desoxirribonucleico; 5-CH3-TMF – 5-
metiltetraidrofolato; MS - metionina sintase; ATP – adenosina trifosfato; AdoMet - 
S-adenosilmetionina; 10-CHO-THF - 10-formiltetraidrofolato; 10-CHO-THF 
sintetase – 10-formiltetraidrofolato sintase; GARFT - glicinamida ribonucleotídeo 
formiltransferase; AICARFT - 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotídeo 
formiltransferase; IMP - inosina 5’-monofosfato; AMP – monofosfato de adenosina; 
GMP – monofosfato de guanosina; PRPP –  5-fosfo-α-D-ribosil 1-pirofosfato; 
mSHMT - serina hidroximetil-transferase mitocondrial. 
 
Outro destino do THF é sua redução pela 10-formiltetraidrofolato sintetase  
(10-CHO-THF sintetase), com participação do formato, gerando o 10-
formiltetraidrofolato (10-CHO-THF), o qual é metabolizado pelas enzimas 
glicinamida ribonucleotídeo formiltransferase (GARFT) e 5-aminoimidazol-4-
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carboxamida ribonucleotídeo formiltransferase (AICARFT), com geração de 
inosina 5’-monofosfato (IMP), um intermediário purínico essencial a biossíntese 
de (AMP) e (GMP), metabólitos essenciais para a biossíntese de DNA54. 
As reações mitocondriais da via do folato incluem a conversão do THF a 
5,10-CH2-THF, agora catalisada pela isoforma mitocondrial da serina 
hidroximetil-transferase (mSHMT) e a formação do formato pela 10-CHO-THF 
sintetase empregando o 10-CHO-THF como substrato (Figura 3). 
Em organismos eucariontes e procariontes o metabolismo do folato é 
conservado nas etapas biossintéticas posteriores a ação da DHFR, porém as 
reações catalíticas anteriores são distintas em ambos61. Em plantas e 
microrganismos, a biossíntese de folato inicialmente se dá por meio da ação da 
Guanina ciclohidrolase (GTP-CH), empregando o substrato guanina trifosfato, 
com formação do intermediário 7,8-diidroneopterina trifosfato (Figura 4). Em 
seguida a 7,8-diidroneopterina trifosfato sofre hidrólise através da 
diidroneopterina hidrolase (DHNTPase) convertendo-o em 7,8-
diidroneopterina61.  
O passo seguinte na via do folato é a reação catalisada pela diidroneopterina 
aldolase (DHNA), transformando a 7,8-diidroneopterina em 7,8-diidroxi-6-
hidroximetilpterina, que posteriormente será convertido em 7,8-diidroxi-6-
hidroximetilpterina pirofosfato em uma reação catalisada pela 
hidroximetildiidropteridina pirofosfoquinase (HPPK) (Figura 4). Posteriormente, o 
7,8-diidroxi-6-hidroximetilpterina pirofosfato sofrerá uma remoção dos 
grupamentos fosfatos com adição de ácido para-aminobenzóico (PABA), por 
meio da diidropteroato sintase (DHPS), formando o 7,8-diidropteroato62.  
O último passo da porção não conservada da via do folato é a reação 
catalisada pela enzima diidrofolato sintase (DHFS), empregando o 7,8-
diidropteroato e uma molécula de glutamato, tendo como produto desta reação 
o diidrofolato (DHF) (Figura 4).  
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Figura 4. Metabolismo não conservado do folato em plantas e microrganismos. 
Fonte: Adaptado de Swarbrick (2008)63. 
 
 
 
 
 
GTP-CH - guanina ciclohidrolase; DHNTPase - diidroneopterina hidrolase; 
DHNA - diidroneopterina aldolase; HPPK - hidroximetildiidropteridina 
pirofosfoquinase; DHPS - diidropteroato sintase; DHFS - diidrofolato sintase. 
 
A via do folato tem sido modulada de forma farmacológica no tratamento de 
diversas doenças como câncer, artrite reumatoide, lúpus eritematoso cutâneo, 
sarcoidose, malária, toxoplasmose, infecções bacterianas e fúngicas, 
demonstrando-se, uma via metabólica de grande importância clínica54, 64-70. 
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1.4. Diidrofolato redutase (DHFR) 
 
1.4.1. Estrutura 
 
A estrutura cristalográfica da DHFR do S. aureus e da enzima humana 
revelam a presença de uma cadeia polipeptídica formada por 157 e 186 
aminoácidos respectivamente, apresentando ambas, um subdomínio de ligação 
à adenosina e outro subdomínio rico em alças (Figura 5). 
 
Figura 5. Estrutura da hDHFR humana (à esquerda) e da SaDHFR do S. aureus 
(à direita). Fonte: A figura foi gerada com o programa Pymol (www.pymol.org) 
usando o código PDB 1kmv e PDB 3sr5. 
 
 
Os subdomínios de ligação à adenosina e de alças são mostrados em azul e 
amarelo respectivamente71. A coenzima NADPH e os inibidores L11 (humana) e 
Q12 (S. aureus) são mostrados em vermelho.  
 
 
A DHFR é expressa tanto em organismos eucariontes quanto em 
procariontes, possuindo grande importância no metabolismo celular72. A sua 
inibição é uma importante estratégia farmacológica no tratamento de doenças 
infecciosas causadas por fungos, protozoários e bactérias, além de doenças 
autoimunes e câncer73. 
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O sítio ativo da DHFR lozaliza-se entre os subdomínios de ligação à 
adenosina e o subdomínio de alças, estando a maior parte da molécula da 
coenzima NADPH localizada no subdomínio de ligação à adenosina (Figura 6). 
 
Figura 6. Sítio ativo da DHFR do S. aureus. A figura foi gerada com o programa 
Pymol (www.pymol.org) usando o código PDB 3SR5. 
 
 
 
 
 
A superfície do sítio ativo é esboçada em vermelho. O inibidor Q12 é mostrado 
em branco e a coenzima NADPH em verde.  
 
1.4.2. Mecanismo catalítico 
 
O mecanismo catalítico da redução do diidrofolato (DHF) à tetraidrofolato 
(THF) embora tenha sido objeto de estudo por parte de bioquímicos, químicos 
experimentais e teóricos, não encontra-se totalmente elucidado, sendo a 
transferência de um hidreto do NADPH para o substrato uma certeza sobre este 
processo catalítico74. 
A porção pteridina do diidrofolato suporta quatro tautômeros, sendo a forma 
lactâmica (ceto) apontada como a mais estável em solução75, 76. Estudos 
cristalográficos, espectroscópicos e teóricos confirmam essa tautomerização in 
situ 77-79. Apesar do processo de tautomerização ser mencionada como 
necessária à catálise, dados recentes de cristalografia de nêutrons de ultra-
resolução demonstram que a protonação do N5 suporta a existência da forma 
ceto, sugerindo que a coexistência dos dois tautômeros é desnecessária à 
catálise80. 
NADP
Q1
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O processo catalítico da redução do DHF ocorre em duas etapas principais: 
protonação do nitrogênio 5 do anel pteridina do DHF, formando um intermediário 
carregado, e a transferência de um íon hidreto para a espécie carregada, 
gerando um molécula neutra (Figura 7)81.   
 
. Figura 7. Mecanismo catalítico da redução do diidrofolato pela DHFR80-83. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DHF- diidrofolato; ASP 27 – aspartato 27; NADPH – nicotinamida adenina 
dinucleotídeo reduzida; NADP+ – nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidada. 
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visto que sua substituição leva a uma redução significativa na atividade 
catalítica84, 85. 
O mecanismo catalítico tem sido estudado através de vários métodos 
teóricos incluindo; semiempíricos, teoria do funcional de densidade (DFT), 
perturbativos e de métodos híbridos baseados na mecânica quântica/mecânica 
molecular86-89. A polarização do substrato pela enzima, tem sido reportada como 
um importante passo na redução tanto do ácido fólico quanto do DHF, além de 
sugerir informações sobre a posição e a ordem das reduções nesses 
substratos87. Estudos de perturbação de energia livre combinado com dinâmica 
molecular sugerem que a flutuação da alça L1 da DHFR modula o pKa do 
nitrogênio 5 da DHF, além de fomentar a hipótese que o DHF sofre protonação 
direta pelo solvente90.  
 
1.4.3. Inibidores da DHFR 
 
A descoberta dos antifolatos iniciou-se com as observações de que o 
tratamento com ácido fólico em pacientes com anemia megaloblástica não 
responsiva à vitamina B12, demonstrava efeitos curativos. Como a leucemia 
aguda infantil possui algumas características morfológicas com a anemia 
megaloblástica, o tratamento dessa neoplasia com ácido fólico fora 
experimentado porém, o ácido fólico demonstrou-se ineficaz, além de acelerar a 
progressão da doença91.  
Confirmando o papel do ácido fólico na leucemia, outro estudo, agora com 
pacientes sujeitos a uma dieta deficiente em folatos, demonstrou que a baixa 
ingestão de folatos estava associada a uma diminuição das células leucêmicas92. 
Baseado nessas evidências clínicas, análogos ao ácido fólico foram 
sintetizados, levando a descoberta da aminopterina, o primeiro antifolato a 
propiciar remissão temporária da leucemia aguda em crianças93. Posteriormente, 
um análogo metilado da aminopterina fora desenvolvido, o metotrexato (Figura 
8), exibindo uma alta potência contra enzima humana, com IC50 = 8 nM, 
demonstrando uma seletividade 100 vezes maior para a enzima humana quando 
comparada a DHFR de protozoários13, 94, 95. 
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Figura 8. Estruturas químicas dos inibidores da DHFR. Metotrexato (A), 
trimetrexato (B), permetrexede (C) e pirimetamina (D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Com o intuito de evitar o sistema de transporte através de carreadores 
específicos, inibidores lipossolúveis da DHFR foram sintetizados, destacando-se 
o trimetrexato (Figura 8), um antifolato não clássico, que apesar de apresentar 
uma menor potência antitumoral quando comparado ao metotrexato, 
demonstrou-se eficaz no tratamento de pneumonia causada pelo fungo 
Pneumocystis carinii quando usado concomitantemente com leucovorin, um 
antídoto específico empregado para proteger as células do hospedeiro dos 
efeitos tóxicos do trimetrexato porém, sem afetar as ações antifúngicas do 
mesmo96, 97. 
Um dos mais novos antifolatos desenvolvidos, o pemetrexede (Figura 8), 
atua por meio da inibição de múltiplos alvos moleculares, inibindo a timidalato 
sintase, a glicinamida ribonucleotídio transformilase, e a DHFR, demonstrando-
se eficaz no tratamento do mesotelioma pleural maligno quando usado de forma 
combinada à cisplatina96, 98. 
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A pirimetamina (Figura 8), outro inibidor da DHFR, possui uma alta afinidade 
pela enzima de protozoários, sendo 1400 vezes mais seletiva  para a DHFR 
desses, quando comparada a enzima humana, demonstrando-se um 
antimalárico com características profiláticas e supressoras de sintomas, 
privilegiadas13, 99. Além da pirimetamina, outros inibidores da DHFR parasitária 
foram desenvolvidos, dentre os de uso clínico, encontram-se o proguanil e o seu 
metabólito cicloguanil (Figura 9)96. 
 
Figura 9. Estruturas químicas dos inibidores da DHFR. Proguanil (A), cicloguanil 
(B), trimetoprima (C) e iclaprim (D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudando os papéis celulares de análogos a purinas e pirimidinas, e com o 
intuito de modular de forma farmacológica a via do folato, George H. Hitchings e 
seu grupo, desenvolveram a trimetoprima (Figura 9), uma 2,4-diaminopirimidina 
capaz de inibir de forma competitiva o metabolismo dos ácidos nucléicos, usando 
como microrganismo de referência o Lactobacillus casei100. A constante de 
inibição da trimetoprima frente a DHFR do S. aureus é de 1,24 nM, enquanto que 
a constante de inibição para a enzima humana é 19700 nM, demonstrando-se 
15000 vezes mais seletivo para a enzima bacteriana101. 
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O perfil farmacológico favorável da trimetroprima não limita-se as suas 
características farmacodinâmicas, visto que o mesmo apresenta uma 
biodisponibilidade absoluta por via oral maior que 60% e uma meia vida média 
de 10 horas96. Porém seu uso selecionou microrganismos resistentes, dentre 
eles o S. aureus, que adquiriu resistência ao trimetoprima através de uma 
mutação que substituiu a fenilalanina 98 (Phe98) pela tirosina (Tyr98) no sítio 
ativo102. 
 A substituição da Phe98 pela Tyr98 (mutação F98Y), gerou uma ligação de 
hidrogênio entre a hidroxila da feninalanina 98 e a carbonila da cadeia principal 
da leucina 5 (Leu5), dificultando a formação da ligação de hidrogênio desse 
aminoácido com o grupo amina da trimetoprima, aumentando a energia livre de 
ligação da trimetoprima de -12,187 kcal/mol na enzima nativa, para -10,305 
kcal/mol na enzima mutada, e consequentemente elevando a concentração 
inibitória mínima (MIC) de 1 para 32 µg/mL 101-103. 
Recentes esforços para o desenvolvimento de inibidores da DHFR do S. 
aureus com a mutação F98Y (SaDHFRF98Y) culminaram na descoberta do 
iclaprim (Figura 9), a mais nova 2,4-diaminopirimidina, que apresenta uma 
potente e rápida ação bactericida contra S. aureus sensível e resistente à 
meticilina, além do S. aureus com a mutação F98Y103.  
O iclaprim possui um IC50 frente a SaDHFRF98Y de 27 nM, enquanto que para 
a trimetoprima este valor  é de 1200 nM demonstrando-se, aproximadamente, 
40 vezes mais potente in vitro103. Além disso, o iclaprim é 9500 e 900 vezes mais 
seletivo para a SaDHFR e SaDHFRF98Y respectivamente, quando comparado a 
enzima humana101, 103. 
Apesar das características in vitro e clínicas promissoras, o iclaprim possui 
uma biodisponibilidade por via oral de 40%, um valor menor quando comparado 
à da trimetropima, que é de 60%96, 104, 105. Diante disso, o desenvolvimento de 
novos inibidores da SaDHFR com propriedades farmacocinéticas superiores 
torna-se necessário para o estabelecimento de regimes terapêuticos eficazes e 
seguros.  
Para auxiliar no desenvolvimento de fármacos, métodos computacionais 
baseados na mecânica clássica, mecânica quântica e/ou estatísticos podem ser 
empregados nas etapas iniciais para selecionar compostos com propriedades 
farmacocinéticas e farmacodinâmicas promissoras. 
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1.5. Planejamento in silico de fármacos  
 
1.5.1. Mecânica molecular 
 
A mecânica molecular utiliza potenciais clássicos para modelar os sistemas. 
Estes métodos não resolvem a equação de Schrödinger, uma vez que os 
elétrons do sistema são são tratados de forma implícita106. A energia é calculada 
em função das posições nucleares onde as moléculas são vistas como um 
conjunto de núcleos conectados entre si potenciais empíricos. A maior 
desvantagem deste método é a sua incapacidade de descrever propriedades 
que dependem da distribuição eletrônica, mas em compensação, produz uma 
enorme redução do custo computacional (tempo de processamento), o que 
permite a manipulação de grandes sistemas moleculares, como sistemas 
biológicos, e possibilita resolver problemas nos quais é necessário obter 
propriedades termodinâmicas de natureza macroscópica. 
  Os campos de força são descritos por um somatório de equações clássicas 
que descrevem a energia potencial associada aos movimentos de estiramento, 
flexão, rotação e forças intermoleculares, como ligações de hidrogênio e forças 
de van der Waals, onde as constantes de cada potencial podem ser obtidas por 
meio de dados espectroscópicos ou cálculos ab initio107, 108. Esses descrevem a 
energia total de uma molécula, como sendo, em geral,  dada pela soma de quatro 
ou mais termos 109: No entanto, todos eles possuem, pelo menos, os quatro 
termos abaixo: 
 E = Eୱ +  Eୠ +  E୵ +  E୬ୠ    ሺͳሻ   
 
Onde cada termo E representa a função potencial que descreve a energia 
de estiramento ou compressão de uma ligação (Es), a energia de deformação 
angular (Eb), a energia de torção em torno das ligações (Ew) e a interação não-
ligante (Enb). 
A energia de estiramento ou compressão (Es) de uma ligação, pode ser 
modelada através da Equação (2), onde Kl representa a constante de força, l e 
l0 representam os comprimentos de ligação e o comprimento de ligação livre de 
tensão109. 
19 
 
 
 
 
 Eୱ =  ∑ Kl ሺl − l଴ሻʹ ଶ     ሺʹሻ l  
 
De forma análoga à expressão para a energia de estiramento, a energia de 
deformação angular pode ser expressa pela Equação (3), onde os comprimentos 
de ligação e de ligação livre de tensão são substituídos pelos ângulos de ligação 
(θ) e de ligação livre de tensão (θ0) respectivamente109. 
  Eୠ =  ∑ Kθ ሺθ − θ଴ሻʹ ଶ     ሺ͵ሻ θ  
 
A modelagem da energia de torção em torno das ligações é expressa pela 
equação (4), onde Vw indica a constante de força, w o ângulo torcional e n a 
periodicidade de Vn. 
 E୵ =  ∑ V୵ሺଵ±ୡ୭ୱ ୬୵ሻʹ     ሺͶሻ ୵  
 
O último termo do campo de força modela a energia de interação entre 
átomos não conectados (Enb), sendo Fr a constante de força e α um fator que 
correlaciona a distância interatômica entre os átomos não ligados com as 
constantes de van der Waals r1* e   r2* como demonstra a Equação (5). 
 E୬ୠ =  ∑ F୰ {− αʹ6 + exp[ͳʹሺͳ − αሻ]}    ሺͷሻ α =  rrଵ∗ +  rଶ∗ 
 
A modelagem das interações eletrostáticas entre o ligante e o receptor é 
representada como o somatório entre as interações de pares de átomos por meio 
da equação potencial de Coulomb110: 
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Eୡ୭୳lሺrሻ =  ∑ ∑ q୧q୨ͶɎε଴r୧୨Nా୨=ଵNఽ୧=ଵ     ሺ͸ሻ 
 
Na Equação (6) N representa o número de átomos na molécula, qi e qj 
indicam as cargas atômicas do par de átomos envolvidos na interação e rij a 
distância entre os dois átomos110, 111. 
As interações de van der Waals entre o ligante e o receptor na maioria das 
vezes são modeladas empregando o potencial de Lennard-Jones, Equação (7), 
onde ɛ representa a profundidade do poço, σ o diâmetro de colisão dos dois 
átomos envolvidos na interação e rij a distância entre eles111. 
 E୴ୢWሺrሻ =  ∑ ∑ Ͷε [ቆσ୧୨r୧୨ ቇଵଶ − ቆσ୧୨r୧୨ ቇ6]N୧=ଵN୨=ଵ   ሺ͹ሻ 
 
A mecânica molecular possui a vantagem de poder ser aplicada a sistemas 
contendo número significativo de átomos podendo, em alguns casos, fornecer 
resultados tão precisos quanto os provenientes dos métodos baseados na 
mecânica quântica, com menor gasto computacional, embora propriedades 
dependentes da distribuição eletrônica não possam ser obtidas112. 
1.5.2. Mecânica quântica 
 
Em muitos momentos é necessário calcular propriedades que dependem da 
distribuição dos elétrons, neste instante a química quântica é usada para obter 
a solução da equação de Schrödinger para a determinação precisa de 
propriedades moleculares e atômicos. Os métodos quânticos se dividem em 
duas linhas: os semiempíricos e os ab initios.   
Uma vez que solução exata só é encontrada para sistemas muito simples, 
em geral usa-se aproximações para resolver problemas de interesse químico. 
Todos os métodos que serão discutidos não consideram efeitos relativísticos e 
usam a aproximação de Born-Oppheimer113. Assim, o problema consiste em 
resolver a equação de Schrödinger eletrônica de forma paramétrica em relação 
aos núcleos109.    
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 HΨ = EΨ    ሺͺሻ 
 
Hartree propôs uma forma funcional simples para a função de onda no intuito 
de facilitar o cálculo. A função de onda de N elétrons foi escrita como o produto 
de N funções de um elétron (orbitais), desta forma  troca-se o problema de 
resolver uma equação de N elétrons por um conjunto de N equações de um 
elétron108. A proposta de Hartree foi retificada por Fock ao mostrar que a função 
de onda deveria ser antissimétrica com respeito a troca de dois elétrons. O 
método desenvolvido por Hartree e Fock, também é chamado do método das 
partículas independentes, uma vez que a probabilidade de eventos 
independentes que ocorrem simultaneamente é o produto das probabilidades 
individuais.  
A solução do método Hartree-Fock mesmo assim tinha um custo 
computacional elevado. Intuído de ultrapassar essa barreira Roothaan propôs 
escrever os orbitais moleculares como uma combinação linear dos orbitais 
atômicos (LCAO). Fornecendo uma solução e um problema: a equação de 
Hartree-Fock deixou de ser um problema de equações integro-diferenciais para 
ser um problema de álgebra linear, bem mais simples. No entanto, sua solução 
passou a ser dependente do conjunto LCAO (funções de base).    
O método de Hartree-Fock descreve em média 95% da energia total de uma 
molécula, porém a química em alguns casos encontra-se nos 5% restantes. 
Portanto, precisa-se de uma solução que descreva a parte da energia não 
descrita, denominada energia de correlação. 
 Vários métodos que buscam descrever a energia de correlação usam as 
funções de ondas Hartreee-Fock do estado fundamental combinadas com 
funções dos estados excitados, por isso são denominados métodos pós-Hartree-
Fock. 
 O método configuração de interação (CI) é o mais simples de entender, 
porém de difícil implementação computacional, mas quando completo é o melhor 
resultado possível obtido na função de base utilizada, porém, em geral é 
impraticável. Quando truncado não é mais extensivo – um problema para estudar 
reações químicas. Os métodos pertubativos Moller-Plesset (MPn) e Coupled 
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Cluster (CC), descrevem uma grande parte da energia de correlação, no entanto 
são impraticáveis para moléculas de tamanho mediano (cerca de 30 átomos).  
Hoje a uma infinidade de softwares disponíveis para cálculos ab initio. Por  
exemplo, o GAMESS que oferece várias opções de níveis de cálculo, que tratam 
desde simples moléculas a mecanismos reacionais complexos114. 
Os métodos semi-empíricos quânticos foi uma maneira, 
computacionalmente barata, encontrada para descrever moléculas com 
tamanho inacessível aos métodos ab initios. Os mais populares usam o 
formalismo Hartree-Fock-Roothaan com um conjunto de base mínima para 
descrever os elétrons de valência, diminuindo a medida do problema.115         As 
integrais de repulsão entre densidades eletrônicas envolvendo overlap, podem 
ser assumidas muito pequenas, podendo assim serem desconsideradas 
(aproximação Zero Differential Overlap - ZDO). Desta forma a matriz de overlap 
é transformada em uma matriz unitária deixando a solução das equações de 
autovalores - autovetores bem mais simples. Há várias maneiras de aplicar a 
aproximação ZDO, as quais se diferenciam pelo número de integrais 
desconsideradas106, 108.  Tais aproximações podem levar a grandes desvios, 
para compensar esse problema foram incorporados parâmetros empíricos que 
se ajustam a dados experimentais ou teóricos de alto nível. 
O grande sucesso dos métodos semi-empíricos aconteceu na química 
orgânica, tanto que os métodos mais antigos usavam quase exclusivamente, 
apenas orbitas s e p. O uso dos orbitais d veio a ocorrer apenas nos anos 90 
com o método MNDO/d, usado para descrever elementos de transição da tabela 
periódica. O MNDO é o primeiro de uma série de métodos semi-empíricos de 
grande sucesso. O AM1, PM3 diferem do MNDO apenas pela descrição da 
interação caroço-caroço, cuja correção conseguiu melhorar inúmeras falhas do 
método MNDO. No entanto, há divergência se o PM3 tem resultados superiores 
ao AM1 quando testados com moléculas similares a parametrização do AM1, 
mas é certo que o PM3 descreve com maior exatidão compostos hipervalentes. 
Com o crescente uso da teoria do funcional da densidade (DFT) pelos 
químicos teóricos, os usuários dos métodos semi-empíricos foram motivados a 
continuar com seu desenvolvimento. Assim, novas parametrizações e algoritmos 
de escalonamento linear surgiram aumentando a possibilidade do uso destes 
métodos. Por exemplo: i) o PM6 e PM7 são usados para moléculas orgânicas, 
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inorgânicas e estruturas sólidas; ii) O algoritmo MOZYME possibilita calcular 
moléculas biológicas tal como uma proteína. Esses métodos têm excelente 
relação entre exatidão e eficiência computacional para sistemas que são 
inacessíveis aos métodos ab initios, sendo essenciais para sistemas onde 
necessita-se calcular inúmeras vezes um mesmo sistema molecular ou calcular 
vários compostos como dinâmica molecular e QSAR, respectivamente. 
 
1.5.3. Docagem molecular 
 
Interações intermoleculares existentes em sistemas binários como proteína-
proteína, enzima-substrato e DNA-proteína exercem papel fundamental em 
vários processos biológicos, que incluem, o reconhecimento antígeno-anticorpo, 
a inibição enzimática, a transdução de sinal, o controle da expressão gênica, a 
regulação e o transporte celular 116, 117.  
Dentre as ferramentas disponíveis para o estudo dessas interações destaca-
se a docagem molecular (Figura 10), uma técnica computacional que permite a 
previsão da conformação de menor energia entre uma molécula receptora 
(proteína, DNA) e uma ligante (pequena molécula ou outra proteína) com 
aplicações no entendimento de processos bioquímicos fundamentais e no 
processo de planejamento de novos fármacos117, 118. 
No processo de inibição enzimática, um inibidor, geralmente uma molécula 
de baixo peso molecular, encontra-se em equilíbrio na sua forma livre [I]aq e 
complexada à enzima [E + I]aq em condições de equilíbrio, dessa forma a 
docagem molecular pode auxiliar no entendimento do correto encaixe110. 
O processo de docagem molecular objetiva a previsão da conformação do 
ligante (denominada pose) na cavidade do receptor e a avaliação da sua 
capacidade de ligação119.  Para isso, o primeiro passo é a realização de uma 
amostragem conformacional do ligante no sítio de ligação do receptor, realizada 
por um algoritmo de busca, seguida por uma classificação das conformações por 
meio de uma função de pontuação, sendo que o algoritmo de busca deverá ser 
capaz de reproduzir a conformação experimental do ligante, e a função de 
pontuação, de classificá-lo como a melhor conformação dentre as demais 
geradas119. 
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Figura 10. Estado de equilíbrio entre o ligante bosutinib na sua forma livre [I]aq e 
complexado ao seu receptor, a Abl tirosina quinase [E + I]aq. A figura foi gerada 
com o programa UCSF Chimera v1.10.1120 usando o código PDB 3ue4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O ligante é representado como um conjunto de esferas amarelas e o receptor é 
representada por sua superfície em malha roxa.  
 
Os tipos de algoritmos de busca implementados nos programas de docagem 
molecular disponíveis incluem aqueles baseados em construção incremental, 
Monte Carlo seguido por minimização de energia, semelhança molecular 
baseada na superfície, descritores correspondentes, forma de correspondência 
e algoritmo genético121-127. 
Os algoritmos genéticos baseiam-se em uma pesquisa populacional para 
otimização e resolução de problemas128. Estes métodos são fundamentados na 
teoria da evolução Darwiniana, onde os graus de liberdade do ligante e/ou do 
receptor são locados em “cromossomos” na forma de informação binária, sendo 
cada variável um gene, assim cada cromossomo representa uma conformação 
diferente do ligante119, 121.  
O primeiro passo do algoritmo genético é denominado iniciação (Figura 11), 
a qual gera de forma aleatória um conjunto de possibilidades (conformações) 
denominado população129.  
 
 
 
 
 
ΔGligação 
[E + I]aq [E]aq [I]aq 
+
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Figura 11. Fluxograma do algoritmo genético. Fonte: Crisan (2003)129. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em seguida todos os indivíduos (conformações) dessa população são 
avaliados e selecionados por meio da função de pontuação, que classificará os 
indivíduos quanto a sua aptidão, para que os com maior pontuação sejam 
selecionados (Figura 11)130. Os melhores indivíduos selecionados são então 
hibridizados em uma operação denominada crossover e em seguida submetidos 
a um mutação aleatória (Figura 11)119.  
Após as operações crossover e mutação, os indivíduos resultantes são 
avaliados segundo o critério de finalização do algoritmo. Caso este tenha sido 
atendido, os indivíduos serão o conjunto de solução, caso não, estes indivíduos 
serão submetidos aos passos iniciais do algoritmo pela quantidade de vezes que 
for necessário para que o critério de finalização do algoritmo seja atingido110, 129, 
130
.  
Após a geração de uma população de conformações do ligante no sítio de 
interesse do receptor por meio do algoritmo de busca, funções de pontuação são 
aplicadas a estas poses, classificando-as segundo a suas energias de ligação 
ao receptor131. Essas funções de pontuação são divididas em três diferentes 
classes: funções de pontuação baseadas no conhecimento, empíricas e funções 
baseadas em campos de força 110, 116. 
Inicialização 
Início 
Avaliação 
Seleção 
Crossover 
Mutação 
Sim Fim Não Critério de parada 
satisfeito? 
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As funções baseadas no conhecimento empregam dados estatísticos 
experimentais, como a frequência de determinadas distâncias e contatos 
interatômicas disponíveis em grandes bancos de dados cristalográficos de 
complexos proteína-ligante, inferindo que as interações moleculares que estão 
mais próximas da frequência máxima dentro do banco de dados, favorecem a 
interação ligante-receptor, enquanto que as interações que surgem com menor 
frequência na base de dados contribuem de forma negativa para a ligação entre 
o ligante e o receptor131.  
Diversas funções baseadas no conhecimento foram desenvolvidas para 
prever a afinidade de ligantes pelos seus receptores como PMF132, 
DrugScore133, SmoG134 e Bleep135. A possibilidade de analisar grandes bancos 
de dados devido a sua simplicidade computacional é uma vantagem dos 
métodos baseados em conhecimento, sendo sua maior desvantagem a 
dependência do conjunto de dados usados na parametrização110. 
As funções empíricas foram desenvolvidas para reproduzir dados 
experimentais provenientes de complexos cristalográficos como energia de 
ligação e conformação, por meio de equações compostas por diversas funções 
parametrizadas, como a função pioneira LUDI desenvolvida por Böhn136. Os 
coeficientes das funções empíricas são obtidos por meio de regressões de dados 
experimentais como energia de ligação e informações cristalográficas110. De 
forma análoga às funções baseadas no conhecimento, a  vantagem das funções 
empíricas é sua simplicidade quando comparado aos campos de forças, embora 
a dependência do conjunto de dados usados na regressão seja uma 
desvantagem desse método110. 
As funções baseadas em campos de força, também conhecidas como 
métodos baseados nos primeiros princípios, calculam a energia de ligação entre 
o ligante e o receptor através da soma de termos individuais de diferentes tipos 
de interação sendo a pontuação obtida por meio da teoria físico-química e não 
através de ajustes baseados em dados experimentais137. 
Os termos contidos nos campos de força modelam as interações entre o 
ligante e o receptor (forças de van der Waals, forças eletrostáticas e forças 
associadas aos movimentos de estiramento/compressão, flexão e torção)111. Os 
parâmetros empregados nas funções baseadas em campos de força geralmente 
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são obtidos por meio de dados experimentais e cálculos ab initio provenientes 
da mecânica quântica de acordo com os princípios da física111.  
Apesar da sólida fundamentação física das funções de pontuação baseadas 
em campos de força, estas possuem grandes limitações, pois as contribuições 
entálpicas foram modeladas em fase gasosa e não incluem termos entrópicos e 
de solvatação110, 111. Outra desvantagem é que no tratamento das interações não 
ligantes faz-se necessário a introdução de uma distância de corte, gerando 
imprecisão na contribuição de ligações de longo alcance110.  
Dezenas de programas de docagem molecular estão disponíveis, sendo o 
AutoDock, líder no número de citações, seguido pelo Gold e DOCK (Figura 
12)116. 
 
Figura 12. Programas de docagem molecular mais citados entre 2001 e 2011. 
Os programas publicados em 2011 não foram incluídos. Fonte: Sousa (2013)116. 
 
 
O AutoDock possui cinco versões; AutoDock 1, AutoDock 2.4, AutoDock 3, 
AutoDock 4, AutoDock 4.2 e o AutoDock Vina121,138-142. O AutoDock 4.2 inclui 
uma flexibilidade limitada no receptor, além de dispor de métodos de busca  
baseados em algoritmo genético, algoritmo genético Lamarckiano e Monte 
Carlo116, 141. Como demonstra a equação (9), sua função de pontuação contém 
termos para dispersão/repulsão, ligação de hidrogênio, forças eletrostáticas e 
um termo para dessolvatação140. 
 V = W୴ୢ୵ ∑ ቆA୧୨r୧୨ଵଶ − B୧୨r୧୨6 ቇ୧,୨ +  Wl୧୥୦ ∑ Eሺtሻ ቆ C୧୨r୧୨ଵଶ −  D୧୨r୧୨ଵ଴ቇ୧,୨  
AutoDock
3980
Outros 
Programas
2252
Surflex 289
QSX 322
LUDI 224
LigandFit 290
GOLD
2280
Glide
1178 FTDOCK 354
FlexE 276
FlexX
1425
DOCK
1447
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+ Wୣlୣ  ∑ ୯౟୯ౠε(୰౟ౠ)୰౟ౠ୧,୨ +  Wୱ୭l ∑ (S୧V୨ +  S୨V୧)୧,୨  eቆ−r౟ౠ22σ2ቇ     (9) 
   
O AutoDock Vina, o mais novo programa de docagem molecular 
desenvolvido pelo Scripps Research Institute, herda algumas características do 
AutoDock 4, porém é conceitualmente projetado de forma distinta116. Sua função 
de pontuação é mista, englobando funções baseadas no conhecimento e 
funções de busca empíricas, com termos para interação estérica (ΔGat, ΔGrep), 
ligação de hidrogênio (ΔGligh), hidrofobicidade (ΔGhid) e um termo torcional 
(ΔGtorc) como demonstra a Equação (10)142. 
 ∆Gl୧୥ୟçã୭ = ∆Gୟ୲୰ୟ +  ∆G୰ୣ୮ + ∆Gl୧୥୦ + ∆G୦୧ୢ + ∆G୲୭୰ୡ    ሺͳͲሻ 
 
De acordo com a flexibilidade das moléculas, os métodos de docagem 
molecular podem ser classificados em três classes116: 
 
 Docagem rígida – tanto o receptor quanto o ligante são tratados como 
corpos rígidos desprovidos dos graus de liberdade conformacionais, 
possuindo apenas os graus rotacionais e translacionais. 
 Docagem ligante-flexível -  o receptor é tratado como um corpo rígido e o 
ligante flexível. 
 Docagem receptor-flexível/ligante-flexível – o ligante é tratado de forma 
flexível e o receptor com uma flexibilidade limitada. 
 
Antes do emprego de um protocolo de docagem molecular faz-se necessária 
a validação deste, por métodos que avaliem sua exatidão, como a raiz quadrada 
do desvio médio ou RMSD (do inglês, root-mean-square deviation)143. Neste 
método, o RMSD é empregado para avaliar o sucesso do programa de docagem, 
sendo considerado um bom programa de docagem aquele que possuir a 
habilidade de reproduzir a conformação experimental do ligante complexado ao 
receptor (redocagem molecular)144. 
Inicialmente no processo de redocagem (do inglês “redocking”) o ligante 
experimental é removido da estrutura cristalográfica e em seguida a docagem é 
realizada afim de o algoritmo de busca recuperar a estrutura experimental do 
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ligante no receptor144. Em seguida, a conformação experimental e docada (pose) 
do ligante são alinhadas e o RMSD entre ambas é calculado144. 
O RMSD é calculado entre os átomos pesados da conformação experimental 
e da pose por meio da Equação (11), onde Di é a distância entre o átomo i nas 
duas conformações e N o número de átomos pesados contidos no ligante, sendo 
um valor  RMSD menor que 2 Å satisfatório para definir a exatidão do protocolo 
de docagem molecular  117, 143, 145. 
 
 RMSD = √∑ D౟2NN୧=ଵ     ሺͳͳሻ 
 
Com o aumento no número de proteínas que possuem estrutura terciária 
elucidada devido aos grandes projetos de determinação estrutural que 
selecionam proteínas alvos pelo potencial terapêutico que essas biomoléculas 
apresentam110, 146, 147, protocolos de docagem molecular estão sendo 
empregados para identificar “hits” e também para otimizar compostos líderes, 
pois análogos podem ser testados de forma rápida, em modelos computacionais 
antes mesmo da sua síntese110. 
Como a docagem molecular objetiva o uso de modelos de alvos moleculares 
para a descoberta de novos ligantes, com características distintas daqueles já 
conhecidos, a seleção de falsos positivos e negativos não inviabiliza seu uso 
como ferramenta de busca porém, os  verdadeiros inibidores descobertos devem 
se apresentar em taxas suficientemente elevadas para justificar o esforço 
empregado148.  
Em um estudo comparativo entre a técnica de triagem biológica 
automatizada em larga escala (HTS) e a triagem virtual para a busca de 
inibidores da proteína tirosina fosfatase 1B envolvida na patogênese do diabetes 
tipo II, a triagem virtual apresentou uma taxa de sucesso 34,8% enquanto que 
para a HTS este valor fora de 0,021%. Além disso, os inibidores descobertos 
pela triagem virtual apresentaram perfil fármaco-similar (do inglês drug-like) 
maior que os inibidores descobertos por HTS149. A comparação entre esses dois 
estudos torna-se difícil, pois os mesmos empregaram bibliotecas de moléculas 
distintas148. 
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Uma comparação mais coerente foi realizada por Paiva e colaboradores 
empregando uma única biblioteca de moléculas para a triagem virtual e HTS 
contra a enzima diidropicolinato redutase do Mycobacterium tuberculosis150. 
Neste estudo a abordagem por modelagem molecular demostrou-se mais 
eficiente que os métodos de triagem convencionais, com um percentual de 
moléculas verdadeiramente inibidoras menor que 0,2% para HTS e 6% para 
triagem virtual, embora a HTS permitiu a descoberta de inibidores com maior 
diversidade estrutural. 
Nos últimos anos a docagem molecular vem sendo empregada de forma 
isolada ou combinada a outras técnicas, na descoberta de inibidores enzimáticos 
com posterior validação experimental, nos mais diversos alvos moleculares que 
incluem as enzimas quinases dependentes de ciclina, receptores de serotonina, 
serina/treonina quinase, proteína de ligação a ácidos graxos 4, dTDP-deoxi-lixo-
4-hexulose redutase e aurora quinase151-157. 
 
1.5.4. Relação quantitativa entre estrutura e atividade 
 
Todas as informações químicas, físicas e biológicas de um determinado 
composto em princípio, estão contidas na sua fórmula estrutural sendo que, se 
essas informações forem decodificadas, as propriedades de um composto 
poderiam ser extraídas de forma direta da sua estrutura química158. 
O primeiro trabalho que correlacionou de forma quantitativa a relação 
estrutura/atividade fora proposta por Crum-Brown e Fraser em 1868 quando 
estudavam a atividade biológica de diferentes alcalóides159. Em seus estudos, 
notaram que a alquilação do nitrogênio básico com geração de um composto 
quaternário carregado, ocasionava mudanças nos efeitos biológicos, concluindo 
assim, que a “atividade fisiológica” representada pela letra grega Φ (phi) deveria 
ser função da estrutura química C (Equação 12)159.  
 Φ = fሺCሻ    ሺͳʹሻ 
 
Umas das pioneiras contribuições para o desenvolvimento do QSAR 
(relação quantitativa entre estrutura química e atividade biológica) foi 
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desenvolvido por Hammett em sua obra “Physical Organic Chemistry: reactions, 
equilibria and mechanisms” publicado em 1940, no qual ao estudar ácidos 
benzoicos substituídos, demonstrou a relação linear entre os logaritmos das 
constantes de ionização do ácido benzóico e os logaritmos das constantes de 
ionização do ácido benzóico substituído (Equação 13), onde Kx é a constante de 
ionização do ácido benzoico substituído, K0 é a constante de ionização do ácido 
benzoico, σ a constante do grupo introduzido e ρ a constante da reação160. 
 log �� = ɏσ +  log �଴     ሺͳ͵ሻ 
 
Analogamente ao parâmetro de Hammett, Hansch introduziu o parâmetro 
hidrofóbico �, que é calculado pela diferença entre o logaritmo do coeficiente de 
partição octanol/água da molécula com o substituinte e o logaritmo do coeficiente 
de partição do mesmo composto sem o substituinte (Equação 14)161.  
 Ɏ = log �ܲ − log �ܲ        ሺͳͶሻ 
 
Outros modelos foram propostos para modelar de forma quantitativa a 
relação estrutura atividade, como o modelo quadrático162 proposto por Hansch, 
o modelo linear de Free-Wilson163 e o modelo bilinear164 de Kubinyi. Devido ao 
grande número de descritores disponíveis atualmente a interpretação de um 
modelo linear pode tornar-se difícil embora modelos mais precisos possam ser 
desenvolvidos. Dessa forma uma equação geral para modelar a atividade 
biológica pode ser representada por: 
 log (ͳ�) = ∑ ����� + �଴     ሺͳͷሻ 
 
onde �i e �0 representam os parâmetros da regressão e Vi  o valor do descritor 
empregado no modelo. 
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1.5.4.1. Descritores moleculares 
 
Para que as propriedades moleculares de um determinado composto 
possam ser manipuladas e analisadas faz-se necessário o emprego de 
descritores moleculares, que podem ser definidos como valores numéricos 
obtidos de forma lógica e matemática que extraem as informações contidas em 
uma representação da estrutura molecular ou um valor obtido de forma 
experimental padronizada165. 
Atualmente estão disponíveis milhares de descritores moleculares os quais 
podem ser classificados em descritores de solubilidade, lipofílicos, eletrônicos, 
estéricos, constitucionais, topológicos, geométricos, eletrostáticos, químico-
quânticos,  dentre outros (Tabela 1)158. 
 
Tabela 1 – Classes e exemplos de descritores empregados em estudos de 
QSAR. 
Classe Exemplo 
Solubilidade 
Solubilidade Molar (S) 
Solubilidade fração molar (X) 
Coeficientes de atividade (Logγw) 
Parâmetros de solubilidade Hildebrand (δH) 
Lipofílicos 
Log Po/a 
Log D 
Rm (TLC) 
Log K’, LogKw (RPLC) 
Constante do substituinte de Hansch (Ɏ) 
Constante fragmental de Rekker’s (f) 
 
Eletrônicos 
 
Constante de ionização (pKa) 
Constante de Hammett (δ) 
Constante polar de Taft (δ*) 
Componentes indutivo e de ressonância de Taft (δ1, 
δR) 
Momentos de dipolo 
Parâmetros de ligação de hidrogênio 
Estéricos 
Parâmetro estérico de Taft (Es) 
Refratividade Molar (RM) 
Parachor 
Parâmetro estérico de Charton (υ) 
Parâmetros de van der Waal’s 
Constitucionais 
Número total de átomos 
Número individual de tipos de átomos 
Número total de ligações 
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Número de tipos individuais de ligação 
Número de anéis 
Massa molecular 
Peso atômico médio 
Topológicos 
Índice de Wiener (W) 
Índices de Randic 
Índices de conectividade de Kier e Hall (X)  
Índices de forma de Kier 
Índice de Flexibilidade de Kier 
Índice de Balaban (J) 
Índices de conteúdo de informação (IC) 
Índices de forma de Kappa 
Complexidades topológicas 
Índice de conectividade ecêntrica 
Índice Detour 
Geométricos  
Momentos principais de inércia 
Volume molecular 
Área superficial molecular 
Índices de Shadow 
Área molecular acessível ao solvente 
 Índice de gravitação 
Eletrostáticos 
Cargas parciais máximas e mínimas da molécula 
Parâmetros de polaridade 
Área superficial parcialmente carregada (CPSA) 
Químico-quânticos 
Descritores relacionados à distribuição de carga 
Energia HOMO-LUMO 
Densidade eletrônica dos orbitais 
Superdeslocabilidades 
Polarizabilidades átomo-átomo 
Polarizabilidades moleculares 
Energias moleculares quânticas 
Diversos 
Deslocamentos químicos: 1H, 13C (δppm) 
Frequências no infravermelho (v) 
Tensão superficial 
 
 
1.5.4.2. Métodos em QSAR 
 
A primeira ferramenta estatística empregada no desenvolvimento de 
modelos de QSAR foi a regressão linear múltipla (MRL, do inglês Multiple Linear 
Regression), no qual a atividade biológica de uma série de compostos análogos 
é expressa como uma combinação linear de descritores moleculares166. Esse 
princípio é a base dos trabalhos pioneiros de Hannsch, no qual a atividade 
biológica é explicada por meio de coeficientes obtidos por regressão linear 
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múltipla, coeficientes estes, que ponderam as propriedades hidrofóbicas e 
eletrônicas no modelo (Equação 16). 
Em um modelo de QSAR obtido por regressão linear múltipla (Equação 16)  
a atividade biológica a ser explicada é a variável dependente (Ŷ) e os descritores 
moleculares empregados para descreverem a atividade biológica são as 
variáveis independentes (X1, X2 e Xk)112. 
 9 = �଴ + �ଵ ଵܺ + �ଶܺଶ + ⋯ +  ��ܺ�  ሺͳ͸ሻ 
   
Os índices �0, �1, �2 e �k são os parâmetros obtidos pela regressão linear 
que ponderarão as varáveis independentes167. Esses índices, são obtidos por 
meio do método dos mínimos quadrados, que consiste em estabelecer os 
valores de �0, �1, �2 e �k  que minimizam o quadrado dos desvios entre os 
valores experimentais da variável dependente (Yi) e os valores preditos (Ŷi) 
(Equação 17)167. 
 ∑( �ܻ − 9�)ଶ  ௡�=ଵ ሺͳ͹ሻ 
   
O uso direto de descritores moleculares como variáveis independentes em 
modelos de QSAR que empregam a MRL como ferramenta estatística, está 
limitado ao número de descritores que podem ser empregados na construção 
desses modelos e na exigência que as variáveis independentes possuam baixa 
correlação entre si167, 168. Uma forma de contornar essas limitações é o uso da 
regressão das componentes principais (PCR, do inglês Principal Component 
Regression), nesse método os descritores moleculares são combinados entre si 
gerando um menor número de variáveis independentes, as componentes 
principais, que possuem baixa correlação  entre si, pois são ortogonais169. 
 
1.5.5. Estudo in silico das propriedades ADME/Tox 
 
Os efeitos terapêuticos e tóxicos dos fármacos nos sistemas biológicos estão 
relacionados à sua capacidade de interação com moléculas alvos (receptores) 
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no organismo, sendo a investigação desses efeitos e o seu mecanismo de ação 
os objetivos centrais da farmacodinâmica7.  
Além da interação fármaco-receptor, outros processos estão envolvidos na 
ação farmacológica de uma determinada substância, como a absorção, 
distribuição, metabolização e excreção, processos estes, objetos de estudo da 
farmacocinética, a qual pode ser definida como uma ferramenta de descrição 
quantitativa que visa modelar o que o corpo faz ao fármaco administrado170. Os 
processos farmacocinéticos são comumente referidos de forma abreviada como 
propriedades ADME (absorção, distribuição, metabolização e excreção14, 171. 
Para que um determinado fármaco administrado por via oral desencadeia 
atividade farmacológica pretendida, deverá atravessar o tecido epitelial do trato 
gastrointestinal para que possa ser absorvido e penetrar na circulação 
sistêmica171. Para que esse processo de absorção ocorra, o fármaco deverá 
passar por barreiras como a membrana plasmática das células do tecido epitelial, 
ser estável aos mecanismos de degradação enzimática contidos nos enterócitos 
e na microflora intestinal, além de resistir a sistemas de efluxo como a 
glicoproteínas-P, que reduz o acúmulo intracelular do fármaco e/ou o fluxo 
transcelular171. 
No processo de distribuição, o fármaco é transferido da circulação sistêmica 
para diversos tecidos e fluídos corporais, como o líquido cefalorraquidiano e 
fluidos intersticiais, por meio da difusão passiva da forma neutra, para a maioria 
dos fármacos171. Concomitante à distribuição, o fármaco estará sendo removido 
da circulação sistêmica principalmente pela metabolização no fígado e excreção 
pelos rins, seguindo tipicamente uma cinética de primeira ordem172. 
Para descrever os processos ADME estão disponíveis parâmetros 
farmacocinéticos como absorção intestinal, biodisponibilidade oral, “clearance”, 
volume de distribuição, meia-vida plasmática e  concentração plasmática 
máxima, além de fatores que interferem nesses parâmetros, como ligação às 
proteínas plasmáticas, inibição da glicoproteína P, solubilidade, lipofilicidade e 
massa molecular172. 
 No processo de desenvolvimento de novos fármacos o emprego da 
farmacocinética pré-clínica permite uma melhor compreensão sobre o perfil da 
molécula candidata a ser selecionado para fases posteriores do processo, 
permitindo desta forma, uma seleção e otimização do regime terapêutico170. 
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Com o intuito de aumentar as taxas de sucesso no processo de 
desenvolvimentos de novos fármacos, estudos farmacocinéticos guiados por 
computador aliados aos recursos experimentais, vêm sendo empregados cada 
vez mais cedo no processo de desenvolvimento de novos fármacos, utilizando 
para isso modelos quantitativos e filtros para a seleção de compostos com perfil 
ADME favorável173-176. 
Um dos motivos dessa introdução precoce dos estudos farmacocinéticos é 
o fato de que a maioria das falhas no processo de desenvolvimento de novos 
fármacos tem sido atribuído à farmacocinética inadequada dos candidatos, a 
qual responde por 39% do total de falhas, seguido por 30% devido à baixa 
eficácia e 11% pela toxidade animal (Figura 13)177. 
 
Figura 13. Principais causas de falhas em projetos de desenvolvimento de 
fármacos.  Fonte: Kennedy (1997)177. 
 
Um dos primeiros princípios desenvolvidos para estabelecer correlação 
entre características estruturais moleculares com  suas respectivas 
absorções/permeações fora desenvolvida por Lipinski e colaboradores, a 
chamada “regra dos cinco” (do inglês “rule of five”)175, 178. Esta regra foi elaborada 
com base em dados de absorção oral humana de 2245 compostos disponíveis 
no Word Drug Index175, 178. De acordo com essa regra, para que uma molécula 
tenha potencial para ser absorvida oralmente deverá seguir aos seguintes 
critérios: 
 
 Número de doadores de hidrogênio ≤ 5 (soma de OH e NH); 
 Número de aceptores de hidrogênio ≤ 10 (soma de O e N); 
39%
30%
11%
10%
5%
5%
Farmacocinética
Baixa Eficácia
Toxidade Animal
Efeitos Adversos no
Homem
Diversos
Motivo Comercial
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 Log P ≤ 5; 
 Massa molecular ≤ 500 g mol-1. 
 
O termo “regra dos cinco” é devido ao fato de os valores de todos os critérios 
serem múltiplos de cinco e essa regra fora concebida para não ser aplicável à 
moléculas que são substratos de transportadores biológicos175, 178.  
Outro estudo agora desenvolvido por Veber e colaboradores, empregando 
dados de biodisponibilidade oral de 1100 candidatos a fármacos confirmou o 
papel preditivo de três das quatro regras de Lipiniski (número de doadores de 
hidrogênio, número de aceptores de hidrogênio e logP), porém não houve 
correlação entre a massa molecular e a biodisponibilidade oral176. Além disso, 
dois novos parâmetros foram introduzidos por Veber: o número de ligações 
rotacionáveis (nrot) e a área superficial polar (PSA). Este estudo sugere que para 
um candidato a fármaco ter uma boa biodisponibilidade oral em rato, deverá 
atender a somente dois critérios: 
 
 Número de ligações rotacionáveis ≤ 10; 
 Área superficial polar ≤ 140Å2 ou o número de doadores e aceitadores de 
hidrogênio ≤ 12. 
  
Além das regras estabelecidas para se aumentar a probabilidade na 
descoberta de compostos ativos por via oral, modelos quantitativos têm sido 
desenvolvidos nos últimos anos visando uma prévia análise do perfil 
farmacocinético de moléculas que ainda não foram sintetizadas174, 179-182. Porém, 
vários desses modelos apresentam problemas com suas previsibilidades179, 183, 
184
. 
Um modelo de holograma QSAR desenvolvido e validado por Moda e 
colaboradores180, empregando 250 fármacos de uso clínico, demonstrou 
eficiência na previsão da biodisponibilidade de um grupo teste formado por 52 
fármacos, apresentando um coeficiente de determinação igual a 0,93 para o 
grupo treino e 0,85 para o grupo teste. Além disso, esse modelo possui a 
vantagem de ser usado por meio de um serviço online gratuito para previsão da 
biodisponibilidade de novas moléculas. A previsibilidade para produtos naturais 
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deste modelo, deve ser realizada com cautela, pois tanto o grupo treino quanto 
o teste são compostos principalmente por fármacos sintéticos ou semi-sintéticos.  
O mesmo grupo fornece serviços para predição de absorção intestinal 
humana, ligação as proteínas plasmáticas, penetração na barreira 
hematoencefálica, inibição da glicoproteína P e solubilidade em água, 
empregando para isso, modelos validados181, 182, 185.  
A solubilidade de um candidato à fármaco é uma das mais importantes 
propriedades físico-químicas no processo de desenvolvimento de fármacos, pois 
substâncias insolúveis têm impacto negativo na absorção e biodisponibilidade 
oral, na administração parenteral, nos resultados de bioensaios e no tempo e 
custo final da formulação172.  
Para avaliar o potencial como fármaco de determinadas moléculas, por meio 
de suas solubilidades, lipofilicidades e áreas superficiais polares, diversos 
modelos foram desenvolvidos para prever estas propriedades, estando muito 
desses modelos acessíveis em servidores online como o ALOGPS e 
Molinspiration ou inclusos nas versões livres de pacotes comerciais como o 
ChemSketch e Marvin185-187.  
A toxidade é a terceira causa de falhas no processo de desenvolvimento de 
fármacos, sendo responsável por 11%  do total dessas falhas (Figura 13)177. Para 
aumentar a identificação cada vez mais cedo de moléculas com toxidade 
potencial nos processos de desenvolvimento de fármacos, métodos teóricos de 
previsão de toxidade têm sido empregados juntamente com o perfil ADME, 
gerando o chamado perfil ADME/Tox188-190. Diversos programas comerciais de 
previsão de toxidade estão disponíveis como TOPKAT, CASE, DEREK, 
HazardExpert, OncoLogic, e COMPACT191. 
Um serviço gratuito online de previsão de toxidade é disponibilizado por três 
servidores (organic-chemistry.org, cheminformatics.ch e rdchemicals.com), o 
OSIRIS Property Explorer, uma ferramenta desenvolvida pela Actelion 
Pharmaceutical Ltd.  Para avaliar o perfil toxicológico de uma determinada 
estrutura química empregando o OSIRIS®, a mesma deverá ser editada, em 
seguida o programa exibirá no canto superior direito da janela as propriedades 
toxicológicas: mutagenicidade, tumorogenicidade, potencial irritante e efeitos 
reprodutivos. 
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A previsão da toxidade empregando o OSIRIS® se dá por meio de um banco 
de dados de fragmentos moleculares pré-computados que originarão alertas de 
toxidades caso estes fragmentos sejam encontrados na estrutura de interesse. 
Para avaliar a confiabilidade na previsão, um grupo de moléculas sabidamente 
mutagênica e outro de fármacos comerciais foram empregados. No grupo de 
moléculas mutagênicas o programa identificou 86% delas como potencialmente 
mutagênicas e no grupo formado por fármacos comerciais apenas 12% foram 
identificadas como prejudiciais. Além dessas propriedades, outras informações 
podem ser obtidas como cLogP, solubilidade, massa molecular e perfil fármaco-
similar (do inglês “drug-likeness”). 
O perfil fármaco-similar disponível no OSIRIS® é uma pontuação que indica 
o quão a estrutura de interesse possui similaridade estrutural a fármacos 
comerciais ou a produtos químicos. A escala fármaco-similar compreende uma 
faixa de valores positivos e negativos. Sendo que valores positivos indicam 
moléculas com bom perfil fármaco-similar e valores negativos estruturas com 
características de produtos químicos. A pontuação é calculada através de 
fragmentos gerados por meio de um banco de dados, composto por 3300 
fármacos comercias e 15000 produtos químicos contidos no catálogo Fluka. O 
diagrama de distribuição demonstra que 80% dos fármacos possuem valores 
positivos na pontuação fármaco-similar e a maioria dos produtos químicos da 
Fluka apresentam valores negativos (Figura 14). 
Outro índice de similaridade disponível no OSIRIS Property Explorer, é Drug-
Score, um indicador mais amplo de similaridade a fármacos, que engloba além 
da similaridade estrutural (Drug-Score), características de lipofilia, solubilidade, 
massa molecular e riscos de toxidade. Os valores de Drug-Score variam entre 0 
e 1, estando os compostos com perfil similar à fármacos próximos a 1 na escala 
Drug-Score.  
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Figura 14. Histograma da distribuição de frequência do perfil fármaco-similar de 
produtos químicos contidos no catálogo Fluka® (vermelho) e fármacos 
comerciais (amarelo).  
 
 
 
A toxidade cardíaca tem merecido destaque nos processos de P&D de 
fármacos dos últimos anos, visto que fármacos de sucesso como terfendadine e 
cisaprida foram removidos do mercado devido a efeitos colaterais cardíacos 
letais192. Na maioria dos casos os efeitos cardiotóxicos estavam relacionados à 
arritmias ocasionadas pela interação do fármaco com um canal de potássio 
cardíaco denominado hERG192. Diante desses fatos, estudos de sensibilidade 
ao canal hERG são sugeridos na etapa pré-clínica, antes da submissão do 
fármaco para agências regulatórias193. 
Métodos in vitro e in silico têm sido empregados nos estudos de interação 
entre candidatos à fármacos e o canal hERG,  sendo a integração entre estes 
métodos, recomendada para previsão dos riscos de arritmia de um determinado 
fármaco194. Os métodos in silico para estudos do bloqueio do canal hERG podem 
ser empregados na priorização dos compostos a serem testados in vitro, devido 
ao seu melhor desempenho na identificação de compostos inativos visto que, 
existem mais informações sobre não bloqueadores que bloqueadores195. 
Diversos modelos foram desenvolvidos para a previsão do bloqueio do canal 
hERG empregando QSAR196-198, modelos baseados em regras199, no 
aprendizado de máquinas200, 201, baseados em homologia202, 203, 
farmacofóricos204 e modelos computacionais para a eletrofisiologia cardíaca205.  
Um modelo quantitativo para o bloqueio do canal hERG desenvolvido e 
validado por Braga e colaboradores empregando dados de 11.958 compostos 
Produtos Químicos 
Fármacos Comerciais 
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disponíveis no ChEMBL apresentou elevada precisão na identificação de 
bloqueadores e não-bloqueadores do canal hERG, com probabilidade de 
precisão variando de 83% a 93% do conjunto de teste206. Além disso, este 
modelo é disponibilizado em um servidor online gratuito para uso da comunidade 
científica (http://labmol.farmacia.ufg.br/predherg). 
 
Figura 15.  Mapa de probabilidade para o modelo de previsão da atividade 
bloqueadora do canal hERG.  
 
Linhas verdes – contribuição positiva, linhas rosas – contribuição negativa. 
Figura reproduzida com permissão do Laboratório de Planejamento de 
Fármacos e Modelagem Molecular da Universidade Federal de Goiás. 
 
O uso do Pred-hERG é simples e inicia-se com a introdução da molécula no 
formato SMILE, e em seguida após “clicar” o ícone Predict (2x for Maps), duas 
classes de valores de probabilidade previstos são apresentadas, a primeira 
relativa ao modelo binário que irá distinguir entre bloqueadores e não-
bloqueadores, e a segunda irá classificar a estrutura em bloqueador fraco, 
intermediário ou forte (Figura 15). Um segundo “click” sobre o ícone Predict (2x 
for Maps) fornecerá a contribuição de cada fragmento ou átomos para a atividade 
de bloqueio do canal hERG por meio de linhas de contorno sobre a molécula que 
indicarão a contribuição positiva através de linhas verdes e negativa por meio de 
linhas rosas (Figura 15). 
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1.5.6. Planejamento de fármacos baseado em alvos moleculares 
 
A descoberta de fármacos fundamentada no direcionamento de moléculas 
contra alvos biomacromoleculares (receptores), pode ser exemplificada pelo 
processo que levou a descoberta do imatinib (Gleevec®)5.  
Durante um projeto de desenvolvimento de anti-neoplásicos nos laboratórios 
Ciba-Geigy (agora Novartis), fenilaminopirimidinas foram identificadas como 
potentes inibidores da autofosforilação do receptor do fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGF-R) e da proteína quinase C (PKC) (Figura 16a)207, 
208
.  
Com a finalidade de melhorar o perfil farmacodinâmico e farmacocinético, 
modificações estruturais fizeram-se necessárias. Inicialmente, observou-se que 
a introdução do grupo piridinil na posição 3 da piridina e da amida ligada à fenila 
(Figura 16b) aumentava a atividade tanto para PDGF-R quanto para PKC207.  
 
Figura 16.  Modificações estruturais para otimização farmacocinética e 
farmacodinâmica no desenvolvimento do imatinib. 
 
 
 
O perfil inibitório desses compostos frente a outras quinases foi avaliado e 
uma inibição da  v-Abl quinase foi observada209.  A v-Abl quinase está envolvida 
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na patogênese da Leucemia Mieloide Crônica e sua inibição foi avaliada como 
uma possível estratégia farmacológica para o tratamento dessa discrasia.  
Estudos de estrutura-atividade demonstraram que a introdução da metila no 
anel diaminofenílico (Figura 16c)  exclui a atividade frente a PKC e aumenta a 
inibição frente a v-Abl quinase e a introdução da fenila na amida aumenta a 
inibição da v-Abl quinase 207, 209. Para contornar problemas de solubilidade e 
biodisponibilidade, o grupo N-metilpiperazina foi introduzido e um espaçador 
(CH2) entre este grupo e a fenila fez-se necessário (Figura 16d), para evitar o 
potencial mutagênico das arilaminas5. 
É importante ressaltar que a descoberta do imatinib foi baseada inicialmente 
em testes in vitro e não in silico, visto que a primeira estrutura da Abl quinase foi 
elucidada 8 anos após a síntese do imatinib, sendo desta forma um exemplo de 
fármaco descoberto através do planejamento racional baseado na estrutura do 
receptor, empregando-se testes in vitro durante os estágios iniciais de 
desenvolvimento209, 210. 
Para validar o potencial terapêutico do imatinib, foram desenvolvidos estudos 
em células superexpressando o gene Bcr-Abl, os quais demonstraram a 
capacidade antiproliferativa do imatinib tanto in vitro quanto in vivo, além de não 
interferir em células Bcr-Abl negativas211. Após a fase pré-clínica, estudos 
clínicos foram conduzidos em 38 indivíduos com leucemia mielóide crônica 
(LMC) e em 20 portadores da leucemia linfoblástica aguda cromossomo 
Filadélfia positivo (LLA Ph+)212.  
Dos 38 pacientes com LMC em crise blástica, 21 apresentaram resposta ao 
tratamento e 4 dos 21 apresentaram uma remissão hematológica completa. Dos 
20 pacientes com LLA Ph+, 14 apresentaram resposta e 4 deles também 
apresentaram respostas completas. Neste estudo, o imatinib demonstrou-se 
bem tolerável, sendo os efeitos adversos gastrointestinais e hematológicos os 
mais frequentes212. 
Os testes clínicos também demonstraram que muitos pacientes que estão na 
fase avançada e são inicialmente responsivos ao imatinib, tornam-se resistentes 
ao mesmo, devido principalmente a mutações pontuais que levam a substituição 
de aminoácidos do sítio de ligação ao imatinib213.  
A mutação pontual mais frequente, é a permuta da treonina 315 pela 
isoleucina (mutação referida como T315I) que elimina uma ligação de hidrogênio 
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favorável entre a treonina e o imatinib, além de impor um impedimento estérico 
devido à cadeia lateral volumosa da isoleucina, ocasionando uma perda de 
potência em torno de 20 vezes (Figura 17A e B)214-216.  
 
Figura 17.  Complexos entre a Abl quinase selvagem e mutante com os 
inibidores imatinib, dasatinib e ponatinib. A – Imatinib complexado Abl quinase 
selvagem, B – Imatinib complexado à Abl quinaseT315I, C – Dasatinib complexado 
à Abl quinaseT315I, D – Ponatinib complexado à Abl quinaseT315I. A treonina e a 
isoleucina 315 são apresentadas como bastões verdes. Fonte: A figura foi 
gerada através dos códigos PDB: 2GQG, 3CS9, 2HYY E 30Y3.  
 
 
Com o aparecimento da resistência ao imatinib, surgiu a necessidade de 
desenvolver novos antagonistas capazes de inibir além da forma selvagem, as 
principais mutações. Este processo de desenvolvimento foi intensamente 
baseado na análise dos modos de interação entre os inibidores e a Abl quinase 
selvagem e mutada, além de estudos de relação estrutura atividade208.  
O primeiro inibidor de segunda geração da Abl quinase desenvolvido, fora o 
dasatinib (Figura 17B), 375 vezes mais potente que o imatinib é ativo contra 14 
das 15 mutações da Abl quinase, sendo a mutação T315I a única insensível ao 
A B 
C D 
45 
 
 
 
 
mesmo208. A introdução do anel aminotiazólico no dasatinib não impede o 
contato estérico com a isoleucina 315 da Abl quinaseT315I (Figura 17C). 
 
Figura 18. Diferentes formas de ligação dos inibidores imatinib, dasatinib e 
ponatinib ao sítio de ligação ao ATP da Abl quinase. A – Os inibidores estão 
esboçados como um conjunto de esferas e a superfície da enzima como malhas 
em cinza. B – Fórmulas estruturais dos inibidores imatinib, dasatinib e ponatinib.  
 
 
 
 
 
O desenvolvimento do dasatinib foi direcionado para a porção conservada 
do sítio de ligação ao ATP, uma região menos susceptível às mutações, além de 
ocupar parte da cavidade hidrofóbica através de sua porção 2-cloro-6-metilfenil 
(Figura 18), diferentemente do imatinib, que possui uma maior 
complementariedade com este bolsão hidrofóbico (Figura 18)208. 
A necessidade de inibidores eficientes contra a mutação T315I culminou na 
descoberta do ponatinib (Figura 18), o primeiro inibidor de uso clínico eficaz 
contra a mutação T315I. Sua gênese foi baseada em métodos computacionais 
e no planejamento baseado na estrutura do receptor217. É estruturalmente 
relacionado ao imatinib (Figura 18), diferindo na presença da trifluorometila, e do 
anel imidazol-piridazínico conectado ao restante da molécula pelo grupo etinil. 
Este grupo é responsável pela sensibilidade do mutante T315I ao ponatinib, pois 
Dasatinib Ponatinib Imatinib 
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seu menor volume evita o contato estérico com a isoleucina 315 (Figura 17D)218, 
219
. 
Além dos inibidores da Abl quinase, outras classes de fármacos em uso 
clínico se tiveram sua gênese baseada no planejamento racional com base na 
estrutura do receptor, sejam empregando métodos in vitro e/ou in silico. A 
exemplo, os inibidores da neuramidase, zanamivir e oseltamivir, empregados no 
tratamento de infecções causadas pelo vírus influenza220-223.  
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2. OBJETIVOS   
2.1. Objetivo Geral 
Planejar, com o auxílio de métodos computacionais, antibacterianos 
inibidores da enzima diidrofolato redutase do Staphylococcus aureus com 
propriedades farmacodinâmicas, farmacocinéticas e toxicológicas teóricas 
promissoras a partir de uma série de diaminoquinazolinas. 
2.2. Objetivos Específicos 
 Identificar os aminoácidos flexíveis do sítio ativo da DHFR do 
Staphylococcus aureus; 
 Correlacionar a estrutura de uma série de diaminoquinazolinas com as 
mudanças conformacionais induzidas por estas no sítio ativo da DHFR 
do Staphylococcus aureus; 
 Estabelecer a conformação mais estável e a energia de ligação das 
formas neutras e protonadas de uma série de diaminoquinazolinas no 
sítio ativo da DHFR do Staphylococcus aureus por meio de docagem 
molecular; 
 Identificar as principais interações entre as diaminoquinazolinas e os 
aminoácidos do sítio ativo da DHFR do Staphylococcus aureus; 
 Calcular os valores de descritores quânticos e clássicos de uma série 
de diaminoquinazolinas; 
 Elaborar e validar um modelo de QSAR para previsão da constante de 
inibição (Ki) de uma série de diaminoquinazolinas frente a enzima 
DHFR do Staphylococcus aureus; 
 Propor novos inibidores da DHFR do Staphylococcus aureus 
empregando modelos de QSAR validados; 
 Avaliar o perfil farmacocinético e toxicológico teóricos das 
diaminoquinazolinas mais promissoras bem como dos análogos 
propostos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. PARTE I – DOCAGEM MOLECULAR 
 
3.1.1. Análise dos aminoácidos flexíveis e do encaixe induzido 
 
Para a identificação dos aminoácidos flexíveis do sítio ativo da SaDHFR 
foram selecionadas seis estruturas cristalográficas de melhor resolução 
depositadas no Protein Data Bank (www.rcsb.org) com os seguintes códigos de 
identificação e resoluções: 3SR5 (1,68Å), 3SRQ (1,69Å), 3SRR (1,70 Å), 3SRS 
(1,70Å), 3SRU (1,70Å), 3SRW (1,70Å). De posse das estruturas cristalográficas 
utilizou-se o programa de modelagem molecular Pymol® (www.pymol.org) para 
realizar o alinhamento das estruturas e a posterior inspeção visual dos 
aminoácidos flexíveis. Após o alinhamento realizou-se também o estudo das 
mudanças conformacionais induzidas pelos ligantes no sítio ativo da enzima e a 
ocorrência de moléculas de água conservadas nas estruturas cristalográficas.  
3.1.2. Preparo do receptor 
 
Para a docagem, utilizou-se a estrutura cristalográfica de código 3SRU e 
resolução 1,70Å. 
Antes do processo de docagem molecular os hidrogênios foram adicionados 
na estrutura cristalográfica e as moléculas de água removidas exceto as águas 
W1, W177, W237 e W268. O aspartato 28 foi editado com carga parcial -1. 
 
3.1.3. Obtenção e preparo dos ligantes   
 
Os ligantes empregados no presente estudo compreendem uma série de 24 
diaminoquinazolinas (Figura 19) com valores de constante de inibição (Ki) 
medidos contra a diidrofolato redutase do Staphylococcus aureus e humana 
disponível na literatura101. 
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Figura 19 – Atividade e seletividade da série de diaminoquinazolinas usadas 
no presente estudo. Fonte: Li (2011)101. 
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SaDHFR = 0,13 nM 
hDHFR  = 20,9 nM 
I.S.   = 161 
SaDHFR = 4,4 nM 
hDHFR  = 323 nM 
I.S.   = 73 
SaDHFR = 0,48 nM 
hDHFR  = 26,3 nM 
I.S.   = 55 
   
   
 
 
 
SaDHFR = 0,24 nM 
hDHFR  = 12 nM 
I.S.   = 50 
SaDHFR = 0,38 nM 
hDHFR  = 11,1 nM 
I.S.   = 29 
SaDHFR = 0,85 nM 
hDHFR  = 22,2 nM 
I.S.   = 26 
   
   
 
SaDHFR = 0,76 nM 
hDHFR  = 11,1 nM 
I.S.   = 15 
SaDHFR = 0,61 nM 
hDHFR  = 245 nM 
I.S.   = 402 
SaDHFR = 0,3 nM 
hDHFR  = 10,1 nM 
I.S.   = 34 
   
   
 
SaDHFR = 0,02 nM 
hDHFR  = 5,8 nM 
I.S.   = 290 
SaDHFR = 0,026 nM 
hDHFR  = 4,5 nM 
I.S.   = 173 
SaDHFR = 0,025 nM 
hDHFR  = 34 nM 
I.S.   = 1360 
 
 
As estruturas dos ligantes foram editadas e pré-otimizadas com o programa 
ChemSketch®, o qual emprega uma versão modificada do campo de força 
CHARMM224. 
 
17A 18B 19B 
20B 21A 22A 
23B 24B 25A 
26A 27A 
28A 
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3.1.4. Redocagem molecular  
 
No processo de redocagem molecular o ligante co-cristalizado na estrutura 
cristalográfica PDB 3SRU foi removido e a docagem molecular realizada para 
reposicioná-lo na conformação experimental. As condições e os parâmetros 
usados na redocagem foram idênticas às empregadas na docagem dos demais 
ligantes. A raiz quadrada do desvio médio (RMSD) entre os átomos pesados das 
conformações cristalográficas e docadas (poses), foi calculada com o programa 
VMD 1.9.1 (http://www.ks.uiuc.edu)225. 
 
3.1.5. Simulações de docagem molecular 
 
Com o uso do AutoDockTools 1.5.4226 cargas Gasteiger foram adicionadas 
aos arquivos dos ligantes e do receptor, 1018 hidrogênios não-polares foram 
fundidos aos seus respectivos carbonos no arquivo.  
Com base nos estudos de mudança conformacional induzida pelos ligantes 
no sítio ativo da SaDHFR, os aminoácidos leucina 6, leucina 21, isoleucina 51 e 
glutamina 20 foram editados nas suas conformações de menor energia para 
cada ligante, por meio da biblioteca de rotâmeros Dunbrack227, disponível no 
programa UCSF Chimera v1.10.1120. Durante a docagem molecular o 
aminoácido leucina 29 foi considerado flexível e os demais, corpos rígidos.  
A docagem molecular foi realizada com o programa AutoDock 4.2141, o 
algoritmo genético Lamarckiano foi escolhido. As dimensões e as coordenadas 
do grid foram 38X40X28Å, -6.457/32.124/-4.863 respectivamente. A simulação 
foi realizada com uma população inicial de 150 indivíduos, 2500000 avaliações 
de energia, 27000 gerações, taxas de mutação e crossover respectivamente de 
0,02 e 0,8. O algoritmo genético foi executado 50 vezes para cada ligante. 
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3.2. Parte II –QSAR 
3.2.1. Dados enzimáticos 
 
Os dados biológicos empregados para a construção dos modelos de QSAR,  
foram obtidos a partir de uma série de 24 diaminoquinazolinas (Tabela 2) obtidas 
na literatura101. A atividade inibitória desses compostos frente a enzima 
SaDHFR, foi expressa por meio da constante de inibição (Ki) em nanomolar101. 
Os valores de Ki foram transformados para o logaritmo do inverso da constante 
de inibição (Tabela 2). Os valores dos logaritmos do inverso das constantes de 
inibição estão distribuídos num intervalo de -0,96 a 1,70, sendo a diferença de 
unidades logarítmicas para esse intervalo de 2,66. 
 
Tabela 2 – Constantes de Inibição dos ligantes frente a SaDHFR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inibidor 
Ki (nM) ��� ���  (nM) Inibidor Ki (nM) ��� ���  (nM) 
SaDHFR SaDHFR 
5A 9,10 
-0,96 17A 0,13 0,89 
6A 1,60 
-0,20 18B 4,40 -0,64 
7B 2,70 
-0,43 19B 0,48 0,32 
8B 0,89 0,05 20B 0,24 0,62 
9A 5,0 
-0,70 21A 0,38 0,42 
10A 1,20 
-0,08 22A 0,85 0,07 
11A 2,70 
-0,43 23B 0,76 0,12 
12A 0,35 0,46 24B 0,61 0,21 
13A 0,66 0,18 25A 0,30 0,52 
14A 0,77 0,11 26A 0,02 1,70 
15A 0,19 0,72 27A 0,026 1,59 
16A 3,10 
-0,49 28A 0,025 1,60 
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3.2.2. Grupos treino e teste 
 
As 24 diaminoquinazolinas foram divididas nos grupos treino e teste, sendo 
o grupo treino composto por 17 ligantes (5/A, 6/A, 8/B, 10/A, 11/A, 12/A, 13/A, 
14/A, 16/A, 18/B, 19/B, 20/B, 22/A, 24/B, 25/A, 26/A e 28/A) e o grupo teste por 
7 ligantes (7/B, 9/A, 15/A, 17/A, 21/A, 23/B e 27/A). O critério para o uso de 70% 
dos ligantes no grupo treino foi estabelecido com base no fato de que a maioria 
dos modelos de QSAR desenvolvidos empregam de 50% a 70% do total de 
ligantes nesse grupo228. Além disso na construção dos grupos levou-se em 
consideração a variância das constantes de inibição nos dois grupos para evitar 
problemas no domínio de aplicabilidade do modelo.   
 
3.2.3. Cálculo e seleção dos descritores 
 
Para a construção dos modelos de QSAR foram calculados descritores 
geométricos, lipofílicos, eletrônicos, estéricos, topológicos, químico-quânticos, 
constitucionais e de solubilidade.  
A análise titulométrica teórica e o cálculo dos descritores pKa, ponto 
isoelétrico, logP, logD, solubilidade aquosa, carga, polarizabilidade, 
eletronegatividade orbital, energia Dreiding, energia MMFF94, impedimento 
estérico, área mínima e máxima de projeção, raio mínimo e máximo de projeção, 
comprimento perpendicular à área máxima e mínima, volume de van der Waals, 
área superficial polar 2D e área molecular superficial  foram calculados com a 
versão livre do programa MarvinSketch 6.3.0 contido no pacote computacional 
MarvinBeans 6.3.0 (www.chemaxon.com). A refratividade molar, volume molar, 
índice de Parachor, tensão superficial, constante dielétrica e polarizabilidade 
foram calculados com a versão livre do programa ChemSketch® 12.01 
(www.acdlabs.com). As cargas potenciais eletrostáticas, calor de formação e 
energias HOMO/LUMO foram calculados através do semi-empírico AM1229 
contido no pacote computacional MOPAC 2012 (www.openmopac.net). A área 
superficial polar topológica foi calculada pelo método disponível no servidor 
online Molinspiration (www.molinspiration.com)186. Os seguintes descritores 
foram calculados no programa comercial Cache ProjectLeader® 
(www.cacheresearch.com): momento de dipolo, índices de conectividade 
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(ordens 0,1 e 2), índices Shape (ordens 1, 2 e 3), índices de conectividade de 
valência (ordens 0, 1 e 2), cargas parciais, densidades HOMO e LUMO, 
densidades nucleofílica, eletrofílica e radicalar de fronteira, superdeslocabilidade 
nucleofílica, eletrofílica e radicalar. Para o cálculo dos descritores quânticos no 
Cache ProjectLeader® utilizou-se o método semi-empírico AM1. 
  
3.2.4. Construção e validação do modelo 
 
O modelo de QSAR foi elaborado através de regressão linear múltipla dos 
valores numéricos dos descritores (MRL), empregando os programas 
estatísticos R 3.3.1. (www.r-project.org) e RStudio 0.98.1056 (www.rstudio.com). 
Os descritores moleculares e atômicos foram selecionados com base em suas 
correlações com os valores das constantes de inibição para a SaDHFR. Os 
descritores mais correlacionados com as atividades biológicas foram 
combinados a outros descritores, formando modelos com até três variáveis 
independentes pouco correlacionadas. Após a elaboração do modelo de QSAR, 
este foi validado através da avaliação dos graus de ajuste, significância e de 
previsibilidade. 
 
3.3. Parte III – Perfil ADME/Tox 
3.3.1. Perfil farmacocinético teórico 
 
O potencial teórico para uma adequada biodisponibilidade oral foi avaliado 
de forma qualitativa por meio das regras de Lipinski178 e Veber176. A análise 
quantitativa foi realizada através de modelos validados para biodisponibilidade 
oral humana180, absorção intestinal humana174 e ligação às proteínas 
plasmáticas181. 
 
3.3.2. Perfil toxicológico teórico 
 
Os potenciais mutagênico, tumorogênico, irritante e os feitos reprodutivos 
foram analisados por meio do OSIRIS Property Explorer, disponível em 
www.rdchemicals.com. 
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O potencial cardiotóxico dos ligantes mais promissores relacionados à 
inibição do canal de potássio hERG foi avaliado através do servidor Pred-
hERG230, disponível em http://labmol.farmacia.ufg.br/predherg. 
 
3.3.3. Análise de similaridade 
 
O perfil de similaridade estrutural e físico-química a fármacos, dos ligantes 
mais promissores, foi avaliado através dos índices Drug-Likeness e Drug-Score 
usando o OSIRIS Property Explorer (www.rdchemicals.com).  
 
3.4. Parte IV – Proposição de novos compostos 
3.4.1. Modificações estruturais 
 
Após a análise das características teóricas e experimentais da série análoga, 
será selecionada uma diaminoquinazolina com características promissoras para 
obtenção de uma série análoga proposta, empregando-se modificações 
estruturais, visando a otimização farmacocinética e/ou farmacodinâmica.   
As regiões do inibidor escolhidas para modificações serão baseadas nos 
resultados da docagem molecular, priorizando-se o preenchimento de cavidades 
na proteína não ocupadas pelo ligante, evitando-se o impedimento estérico entre 
o ligante e a proteína além de modificações em regiões da molécula acessíveis 
ao solvente. 
As modificações empregadas na proposição dos análogos, serão baseadas 
nos princípios da química medicinal e incluírão permuta de hidrogênio ou metil 
por halogênios (Cl, Br, F), trifluorometil, metoxil, carboxil e piperazil. Além de 
ciclizações. 
 
3.4.2. Análise dos análogos propostos 
 
Os análogos propostos serão submetidos a docagem molecular, análises 
ADME/Tox e ao modelo de QSAR para predição da constante de inibição, a fim 
de selecionar os compostos com melhores propriedades farmacocinéticas e 
farmacodinâmicas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1. Parte I – Docagem molecular 
4.1.1. Análise dos aminoácidos flexíveis e do encaixe induzido 
 
Após o alinhamento das seis estruturas cristalográficas da SaDHFR, a 
inspeção visual do sítio ativo revelou a presença de quatro aminoácidos flexíveis, 
isoleucina 51, glutamina 20, leucina 21 e leucina 29 (Figura 20). 
 
Figura 20. Aminoácidos flexíveis do sítio ativo da SaDHFR. Os ligantes estão 
representados por linhas vermelhas e os aminoácidos por bastões em diversas 
cores. 
A analogia estrutural entre os ligantes co-cristalizados nas estruturas da 
SaDHFR permitiu a análise da relação entre as estruturas dos ligante e as 
mudanças conformacionais induzidas por estes no sítio ativo da SaDHFR.  
A presença de ligantes metilados no carbono 6 do anel quinazolínico induz 
uma mudança conformacional na isoleucina 51 do sítio ativo da SaDHFR, sendo 
essa mudança observada em todos os cinco complexos cristalográficos (3SR5, 
3SRQ, 3SRR,3SRS e 3SRW) contendo ligantes metilados na referida posição 
(Figura 21A). Na estrutura cristalográfica 3SRW, onde o ligante 26A não se 
encontra metilado na posição 6, observa-se que a isoleucina 51 assume uma 
conformação linear em relação ao plano do núcleo quinazolínico (Figura 21B).  
 
ILE51 
GLN20 
LEU21 
LEU29 
57 
 
 
 
 
Figura 21. Conformações da isoleucina 51 na presença de ligantes não 
substituídos na posição 6 do anel quinazolínico (B) e substituídos com uma 
metila (A). Os ligantes e a isoleucina 51 estão representados por bastões verdes 
e amarelos respectivamente. Os átomos de oxigênio estão representados em 
vermelho e os de nitrogênio em azul. 
 
Nas estruturas cristalográficas 3SRR, 3SRS, 3SRU e 3SRW nota-se que a 
presença de ligantes com grupo etoxila na posição 2 da fenila funcionalizada no 
carbono 7 do anel quinazolínico, estabiliza a glutamina 20 em uma conformação 
direcionada para a cavidade catalítica (Figura 22B), enquanto que na ausência 
do referido grupo a glutamina 20 assume uma conformação mais linear, 
estendendo-se para o exterior da cavidade catalítica, como pode ser observado 
nas estruturas 3SR5 e 3SRQ (Figura 22A). 
 
Figura 22. Conformações da glutamina 20 e dos respectivos ligantes. 
Conformações da glutamina 20 e dos ligantes 12A e 19B nas estruturas 3SR5 
e 3SRQ (A) e dos ligantes 20B, 23B, 26A e 27A nas estruturas 3SRR, 3SRS, 
3SRU e 3SRW respectivamente (B). As conformações dos ligantes e da 
glutamina 20 são representados por bastões verdes e púrpuras 
respectivamente. 
A B 
ILE51 
ILE51 
A B 
GLN20 GLN20 
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Um padrão conformacional análogo às mudanças da glutamina 20 foi 
observado na leucina 21, onde ligantes funcionalizados com a etoxila na 
posição 2, induzem uma mudança conformacional na leucina 21 para uma 
disposição espacial paralela à fenila dos ligantes (Figura 23A). Esse 
comportamento é notado nas estruturas 3SRR, 3SRS, 3SRU e 3SRW, que 
contém respectivamente os ligantes 20B, 23B, 26A e 27A. Nas estruturas 3SR5 
e 3SRQ, que possuem como ligantes co-cristalizados 12A e 19B 
respectivamente, a leucina 21 assume uma conformação perpendicular ao 
plano do anel fenílico (Figura 23B). 
 
Figura 23. Conformações da leucina 21 e dos respectivos ligantes em 
estruturas cristalográficas alinhadas. Conformações da leucina 21 e dos 
ligantes 20B, 23B, 26A e 27A e nas estruturas 3SRR, 3SRS, 3SRU e 3SRW 
(A) e dos ligantes 12A e 19B nas estruturas 3SR5 e 3SRQ respectivamente 
(B). A leucina 21 e os ligantes estão representados em púrpura e amarelo 
respectivamente. 
 
Não foi possível estabelecer padrões entre as estruturas moleculares dos 
ligantes e as conformações da leucina 29, provavelmente devido à alta 
flexibilidade observada nesse aminoácido que limita a inspeção visual como 
ferramenta para busca de relações estrutura/conformação (Figura 24).  
A B 
LEU21 LEU21 
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Figura 24. Conformações da leucina 29 e dos ligantes 12A, 19B, 20B, 23B, 26A 
e 27A nas estruturas cristalográficas 3SR5, 3SRQ, 3SRR, 3SRS, 3SRU e 3SRW. 
Os ligantes estão representados por bastões verdes e a leucina 29 por bastões 
em cores diversas. 
 
O alinhamento das estruturas tridimensionais da SaDHFR revelou também 
a presença de quatro grupos de moléculas de águas conservadas (Figura 25). O 
primeiro conjunto encontra-se interagindo por ligações de hidrogênio com o 
grupo 2-amino dos ligantes e com os aminoácidos valina 7, histidina 31, tirosina 
110 e treonina 112 (Figura 25A). O segundo e o terceiro conjunto interagem com 
os aminoácidos aspartato 28, triptofano 23 e leucina 25 (Figura 25B).  
 
Figura 25. Moléculas de água conservadas. Os aminoácidos e os ligantes estão 
representados por linhas pretas, as moléculas de água por asteriscos vermelhos 
e as ligações de hidrogênio por linhas tracejadas púrpuras. 
 
As ligações de hidrogênio com o quarto grupo de moléculas de água, ocorre 
com os aminoácidos glutamina 20 e leucina 21 (Figura 25C). As moléculas de 
água dos três primeiros grupos repetem-se em todas as cinco estruturas 
cristalográficas, enquanto que no quarto grupo a água da estrutura 3SRQ está 
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ausente, o embora visualmente não se observa um deslocamento dessa 
respectiva molécula de água pelo ligante. 
 
4.1.2. Redocagem molecular 
 
A simulação para recuperação da conformação experimental do ligante 26A 
no sítio ativo da SaDHFR demonstrou-se eficiente, como pode ser observada 
pela analogia conformacional entre as 50 poses e a conformação cristalográfica 
deste ligante (Figura 26A). 
 
Figura 26. Redocagem do ligante 26A na estrutura cristalográfica da SaDHFR 
(PDB 3SRU). A – a conformação cristalográfica está esboçada por bastões 
amarelos e as conformações obtidas por simulação em linhas azuis, B – gráfico 
de agrupamentos das 50 simulações. 
 
 
 
A análise do gráfico de agrupamentos (Figura 26B), revela a presença de 
apenas um cluster (para um rms de 1,5Å), indicando uma precisão no conjunto 
de soluções encontradas.  
O RMSD calculado entre a pose de menor ∆Glig e a conformação 
cristalográfica foi de 0,86 Å, um valor de acordo com dados da literatura para 
protocolos válidos117, 143, 145. 
Na redocagem, a maior sobreposição do anel quinazolínico entre as poses 
e a estrutura cristalográfica, indica uma menor flexibilidade dessa região da 
molécula, possivelmente devido ao menor volume da porção interna do sítio ativo 
A B 
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(Figura 26A), o que limitaria a dimensão do espaço conformacional, gerando 
soluções com elevada analogia conformacional.  
As demais regiões do inibidor 26A (Figura 26A), apresentam um conjunto de 
soluções mais distintos da estrutura cristalográfica, possivelmente devido a 
maior acessibilidade ao solvente dessas regiões, tornando-a mais flexível. 
 
4.1.3. Simulações de docagem molecular 
 
Os valores energéticos apresentados correspondem à pose de menor ∆Glig 
do cluster mais populoso. Quando o cluster mais populoso não apresentava a 
 
Tabela 3 – Dados obtidos através da docagem molecular 
 
Ligante 
∆Glig 
(kcal/mol)n 
nCn1.5 nCn0.5 ∆Glig 
(kcal/mol)p 
nCp1.5 nCp0.5 Ki 
(nM)101 
5A -8,24 1 6 -8,84 1 3 9,10 
6A -8,37 1 2 -8,85 1 2 1,60 
7B -7,83 2 9 -8,82 2 7 2,70 
8B -8,04 1 4 -8,46 1 2 0,89 
9A -8,65 1 3 -9,11 1 2 5,0 
10A -8,97 1 2 -9,33 1 2 1,20 
13A -8,54 2 4 -9,44 1 4 0,66 
14A -8,54 1 1 -9,10 1 1 0,77 
15A -9,25 2 3 -9,49 2 4 0,19 
16A -9,23 2 4 -9,72 2 5 3,10 
17A -8,62 1 4 -9,21 1 3 0,13 
18B -9,09 1 4 -9,68 1 2 4,40 
21A -9,26 3 4 -9,94 2 5 0,38 
22A -9,34 2 5 -9,90 2 5 0,85 
24B -9,49 2 3 -9,97 2 6 0,61 
25A -9,58 4 8 -10,06 1 9 0,30 
28A -9,27 8 32 -9,86 6 21 0,025 
n - valores obtidos para a espécie neutra. 
p – valores obtidos para a espécie protonada. 
nC – número de cluster. 
1.5 ou 0.5 – valores de rms em Angstrom 
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pose de menor energia, a conformação escolhida fora aquela onde o anel 
diaminoquinazolínico encontrava-se em maior consonância com a estrutura 
cristalográfica do inibidor 26A. 
O ligante 28A apresentou o maior número de cluster, o que já era esperado, 
pois o mesmo possui o maior número de ligações rotacionáveis dentro da série 
análoga.  
A análise do número de cluster tanto das espécies neutras como das 
protonadas considerando-se um rms de 1.5Å, revelou um baixo número de 
cluster para a maioria dos ligantes (Tabela 3). 
Empregando-se um valor de rms mais exigente (0.5Å), observa-se que o 
número de cluster das espécies protonadas é inferior aos das espécies neutras 
(Tabela 4). Estes dados sugerem que a forma protonada dos ligantes, é melhor 
reconhecida pelo sítio ativo da SaDHFR. 
Corroborando os dados de cluster, os valores dos ∆Glig das espécies 
protonadas, revelaram uma maior afinidade pelo sítio ativo da forma protonada, 
visto que todos os ligantes protonados apresentaram valores de ∆Glig inferiores 
aos valores obtidos para forma neutra (Tabela 3).  
A maior afinidade da forma protonada pode ser justificada pela presença de 
uma ligação de hidrogênio extra, com forte natureza eletrostática que se forma 
entre o hidrogênio ácido do nitrogênio 1 e o carboxilato do aspartato 28 (Figura 
27A).     
 
Figura 27. Presença de uma ligação de hidrogênio extra com o aspartato 28 
para os ligantes protonados (A) e ausência nos desprotonados (B). Os átomos 
de nitrogênio, oxigênio e hidrogênio estão representados em azul, vermelho e 
branco respectivamente. 
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Um inibidor protonado e realizando uma ligação de hidrogênio análoga é 
reportada por Coco e colaboradores (1983), ocorrendo entre o anel pteridínico 
do trimetrexato e a DHFR (mamífera e bacteriana), empregando ressonância 
magnética nuclear231. Bennette e colaboradores (2006), fazendo o uso da 
difração de nêutrons também relatam a presença da forma protonada do 
trimetrexato no interior da DHFR de E. coli232.  
Na análise dos resultados da docagem molecular as interações entre os 
ligantes 5A e 6A (Figura 28) e o sítio ativo da DHFR serão usadas como padrão 
para os estudos dos demais ligantes, devido a menor complexidade estrutural 
deles ou quando convenientemente comparados a outros compostos da série 
devido a uma maior similaridade estrutural. 
As simulações de docagem molecular do ligante 5A indicaram a existência 
de ligações de hidrogênio entre os grupos 2,4-diamino do anel quinazolínico e 
as carbonilas dos aminoácidos fenilalanina 93, leucina 6, aspartato 28 e com a 
água conservada 177 (Figura 28). Observa-se também, uma interação polar 
entre o nitrogênio 1 do anel quinazolínico e o carboxilato do aspartato 28 (Figura 
28).  
 
Figura 28. Docagem molecular dos ligantes 5A e 6A, no sítio ativo da SaDHFR. 
Os ligantes estão representados por bastões amarelos. O cofator e os 
aminoácidos estão representados por bastões cinzas. Os átomos de nitrogênio 
estão esboçados em vermelho, os de nitrogênio em azul e os hidrogênios polares 
dos ligantes em cinza. 
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As interações entre os grupos 2,4-diamino do núcleo quinazolínico e a 
fenilalanina 93, leucina 6 e aspartato 28, estão presentes em complexos 
cristalográficos contendo 2,4-diamioquinazolínas complexadas a SaDHFR, bem 
como as ligações entre o grupo 2-amino com a água 177 e com o aspartato 28 
101, 233
.  
Além das interações polares, a subestrutura quinazolina do ligante 5A 
interage com o sítio ativo da SaDHFR por meio de empilhamento �-� entre os 
anéis aromáticos quinazolínicos e a fenila da cadeia lateral da fenilalanina 93, 
estando os anéis aromáticos orientados em paralelo deslocado (Figura 28). Esse 
tipo de interação é observada em estruturas cristalográficas envolvendo 
quinazolinas e a diidrofolato redutase101, 233. 
A porção restante do ligante 5A, a fenila do carbono 7, interage por meio de 
forças de van der Waals com as cadeias laterais dos aminoácidos isoleucina 51, 
leucina 21, leucina 29 e glutamina 20, além de possuir superfície acessível ao 
solvente (Figura 28). 
As interações entre o ligante 6A e os aminoácidos do sítio ativo da SaDHFR 
demostram-se análogas ao ligante 5A, exceto pela interação do nitrogênio 3 do 
anel diaminoquinazolínico com a carbonila da leucina 6. Esse padrão de 
interação entre o núcleo 2,4-diaminoquinazolínico dos ligantes 5A e 6A e os 
aminoácidos do sítio ativo, estende-se aos demais ligantes docados da série. 
A presença da metila no carbono 6 no ligante 6A diminui o ∆Glig deste em 
0,13 kcal/mol, quando comparado ao ligante 5A, diminuição esta, em 
concordância o aumento da potência de 5,69 vezes observado no ligante 6A 
(Tabela 3). Contribuições para o abaixamento do ∆Glig por interações de van der 
Waals entre metila do carbono 6 e a isoleucina 51, explicam as mudanças 
energéticas e de potência observadas com o ligante 6A (Figura 28). 
As contribuições energéticas geradas pela interação entre a metila no 
carbono 6 e a isoleucina 51 também são observadas entre os ligantes 8B (Figura 
29), onde tem-se uma diminuição de 0,21 Kcal/mol no ∆Glig entre o ligante 8B e 
a SaDHFR, quando comparado ao análogo demetilado 7B (Tabela 3). Essa 
mudança energética corrobora com o aumento da potência de 3,03 vezes, 
observado no ligante 8B (Tabela 3).  
O ligante 7B apresentou uma ligação de hidrogênio entre o grupo 4-amino 
da fenila do carbono 7 e a glutamina 20, interação esta, ausente no ligante 8B, 
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provavelmente devido ao deslocamento do mesmo, gerado pela presença da 
metila do carbono 6 (Figura 29).  
 
Figura 29. Docagem molecular dos ligantes 7B e 8B, no sítio ativo da SaDHFR.  
 
Uma interação entre um átomo polar funcionalizado na posição 4 é também 
observada no ligante 10A, onde tem-se a presença do grupo metilsulfona que 
forma uma ligação de hidrogênio através de seu átomo de oxigênio com a 
carbonila da isoleucina 51 (Figura 30). As contribuições da metila do carbono 6 
também são observadas nesse par (9A e 10A) de análogos, diminuindo o ∆Glig 
em 0,32 kcal/mol e aumentando a potência 4,17 vezes do metilado (Tabela 3). 
 
Figura 30. Docagem molecular dos ligantes 9A e 10A, no sítio ativo da SaDHF 
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Figura 31.  Docagem molecular dos ligantes 13A e 14A, no sítio ativo da 
SaDHFR.  
 
 
A conformação do ligante 13A, sugere que o incremento de potência 
observado neste inibidor, deve-se a interações hidrofóbicas entre a cadeia lateral 
dos aminoácidos glutamina 20, serina 50, treonina 47, isoleucina 51, fenilalanina 
93, leucina 55, valina 32, leucina 29 e leucina 21 com as metoxilas 
funcionalizadas nas posições 2’ e 5’ da fenila do carbono 7, além de interações 
entre a 5’-metoxila e a porção nicotinamida do NADP (Figura 31). O valor 
discretamente superior da constante de inibição do ligante 14A quando 
comparado ao 13A, pode ser atribuída a uma menor interação hidrofóbica entre 
a 2’-metila da fenila do carbono 7, que se dá apenas com a isoleucina 51, 
fenilalanina 93, valina 32 e leucina 29, diferentemente do ligante 13A que 
interage também com a serina 50, treonina 47, glutamina 20, leucina 21 e com o 
NADP (Figura 31).  
A potência 8,4 vezes maior do ligante 15A quando comparado ao 6A, 
justifica-se pela presença de interações de van der Waals entre o grupo 2’-etil, 
funcionalizado na fenila do carbono 7 e os aminoácidos treonina 47, serina 50, 
glutamina 20, leucina 51, leucina 21 e o confator NADP (Figura 32). 
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Figura 32.  Docagem molecular dos ligantes 15A e 16A, no sítio ativo da 
SaDHFR.  
  
 
 
 
As simulações para o ligante 16A indicam que a introdução do substituinte 
2’-etoxila na fenila do carbono 7 aumenta a afinidade deste ligante pelo sítio ativo 
devido a interações entre o referido grupo e a isoleucina 51, serina 50, leucina 
21 e treonina 47, além de interações entre a porção nicotinamida do NADP, 
quando comparado ao ligante 5A (Figura 32).  
A maior constante de inibição do ligante 16A quando comparado aos ligantes 
13A, 14A e 15A (Tabela 3), pode ser explicada pela ausência da 6-metila e de 
grupos que possam interagir com os aminoácidos isoleucina 51, fenilalanina 93, 
leucina 55, valina 32 e leucina 29, confirmando desta forma a importância desses 
grupos para a atividade inibitória (Figuras 31 e 32). 
A importância para a potência das interações hidrofóbicas está evidenciada 
no ligante 17A, onde a presença da 2’-isopropila na fenila do carbono 7 e da 
metila do carbono 6 do anel quinazolínico (Figura 33), aumentam a potência 
aproximadamente 24 vezes deste ligante em relação ao 16A e 70 vezes em 
relação ao ligante 5A (Tabela 3). 
As contribuições hidrofóbicas também explicam a baixa potência do ligante 
18B (Tabela 3), o qual é desprovido da metila do carbono 6 e de substituintes na 
posição 2’ na fenila do carbono 7, restando apenas a 3’-etanona, a qual por meio 
do seu oxigênio carbonílico realiza uma ligação de hidrogênio com a serina 50 
(Figura 33). 
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Figura 33.  Docagem molecular dos ligantes 17A e 18B, no sítio ativo da 
SaDHFR.  
 
 
A modelagem do ligante 21A no sítio ativo da SaDHFR demonstra uma alta 
analogia conformacional com o complexo formado pelo ligante 23B e a 
SaDHFR101. A conformação de ambos permite a interação entre a 2’-etoxila e os 
aminoácidos isoleucina 51, treonina 47, serina 50, glutamina 20 e leucina 21, 
além de interações com a porção nicotinamida do NADP (Figura 34). A analogia 
estende-se as interações entre o 3’-halogênio da fenila do carbono 7 (cloro no 
ligante 21A e bromo no 23B) e os aminoácidos isoleucina 51, leucina 55, 
fenilalanina 93, valina 32 e leucina 29 (Figura 34). 
 
Figura 34.  Docagem molecular dos ligantes 21A e 22A, no sítio ativo da 
SaDHFR.  
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A docagem do ligante 22A demonstrou-se análoga ao 21A, diferindo apenas 
na interação do bolsão hidrofóbico formado pelos aminoácidos isoleucina 51, 
fenilalanina 93, leucina 55, valina 32 e leucina 29, com a 3’-metila funcionalizada 
no anel fenílico no carbono 7 (Figura 34). Esse padrão de interação encontra-se 
em concordância também com as obtidas por simulação, no ligante 16A (Figura 
32) e nas estruturas cristalográficas contendo os ligantes 20B, 23B, 26A e 
27A101. 
O perfil de interação do ligante 24B com os aminoácidos do sítio ativo da 
SaDHFR exibiu similaridade com o modo de ligação do ligante 27A co-
cristalizado com a SaDHFR (PDB 3SRW)101, estando o anel indólico do inibidor 
24B em configuração espacial equivalente ao grupo naftil do ligante 27A  (Figura 
35).  
A análise da docagem molecular do inibidor 25A indicou um modo de 
interação semelhante à estrutura cristalográfica do complexo SaDHFR/26A 
(PDB 3SRU)101, onde a piridina encontra-se em uma disposição capaz de 
interagir principalmente por forças de van der Waals com os aminoácidos leucina 
55, valina 32 e leucina 29 (Figura 35).  
 
Figura 35.  Docagem molecular dos ligantes 24B e 25A, no sítio ativo da 
SaDHFR. 
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As interações dos grupos 2-etoxil nos complexos formados pelos ligantes 
16A, 21A, 22A, 24B, 25A e 28A (Figuras 31-35), do grupo 5’-metoxil no ligante 
13A (Figura 31) e do grupo 2’-etil do ligante 15A (Figura 32), esboçam 
similaridade com os resultados experimentais das interações da 3’-metoxila do 
fármaco trimetoprima e da 7’-metoxila do anel cromeno do candidato à fármaco 
iclaprim (Figura 36)103. 
 
Figura 36.  Docagem molecular do ligante 28A e estruturas cristalográfica dos 
complexos SaDHFR/Iclaprim (PDB 3FRF) e SaDHFR/Trimetoprima (PDB 
3FRE). A superfície da SaDHFR está esboçada em vermelho e azul para a 
superfície próxima aos átomos de oxigênio e nitrogênio respectivamente. A 
superfície cinza indica regiões hidrofóbicas. 
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As interações hidrofóbicas com os aminoácidos isoleucina 51, fenilalanina 
93, valina 32 e leucina 29, dos ligantes 13A, 14A, 17A, 21A, 22A, 24B, 25A e 
28A  (Figuras 31, 33, 34, 35 e 36) são apontadas também como responsáveis 
pela maior afinidade do iclaprim pela SaDHFR e consequentemente pela alta 
potência exibida por esse candidato frente ao S. aureus103. 
A docagem molecular do ligante 28A, o composto de maior potência e 
seletividade da série, indica que a maior afinidade frente a SaDHFR deve-se a 
maiores interações de van der Waals com a cavidade hidrofóbica formada pelos 
aminoácidos isoleucina 51, fenilalanina 93, leucina 55, leucina 6, valina 32 e 
leucina 29 (Figura 36).  Esta região encontra-se preenchida pelo grupo N,N-
dietilamida do ligante 28A, aumentando a complementariedade estereoquímica, 
com consequências positivas na atividade inibitória. 
A interação com esta região hidrofóbica da porção ciclopropilpirano do 
iclaprim é também apontada como a responsável pela alta afinidade deste 
composto frente à SaDHFR103. Observa-se que a trimetoprima, o inibidor com 
menor atividade frente à SaDHFR é desprovido de grupos volumosos que 
possam ocupar esta região hidrofóbica, o que explicaria a menor afinidade deste 
fármaco frente a SaDHFR (Figura 36). 
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4.2. PARTE II – QSAR 
 
4.2.1. Análise titulométrica teórica 
A análise titulométrica teórica revelou que na faixa de pH de 0 a 14, cada 
ligante encontra-se, pelo, menos sob a forma de quatro espécies (Figura 37). 
Uma espécie diprótica, uma neutra e duas monopróticas (Figura 38). 
Figura 37.  Abundância das espécies químicas coexistentes na faixa de pH de 
0 a 14.  
Em pH 7,4 (pH fisiológico)234 a espécie mais abundante é a neutra, que varia 
de 72,40 a 79,71% do total de espécies, seguida da espécie protonada em N1, 
que possui abundância entre 18,04 e 24,66%. Somadas, as duas espécies mais 
abundantes correspondem a mais de 90% das espécies totais em condições 
fisiológicas (Tabela 4). 
Figura 38.  Espécies químicas coexistentes na faixa de pH de 0 a 14. Os 
nitrogênios protonáveis estão em vermelho e os hidrogênios ácidos em azul. 
 
A ausência de protonação nas aminas 2 e 4 (Figura 38) pode ser justificada 
por uma ressonância entre os pares de elétrons não-ligantes dessas aminas para 
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estabilizar as cargas positivas dos nitrogênios 1 e 3, diminuído desta forma a 
disponibilidade dos elétrons e consequentemente a capacidade de abstração de 
prótons por esses grupos. 
 
Tabela 4 – Dados obtidos por meio da titulação teórica e descritores empregados 
na construção do modelo de QSAR. 
 
%LNpH 7,4 – percentual da microespécie neutra a pH 7,4 e 298 K 
 %LCpH 7,4 – percentual da microespécie carregada a pH 7,4 e 298 K 
 pKaN1         – pKa do nitrogênio 1 e RM – refratividade molar 
Ligante pKa (N1) %LNpH 7,4 %LCpH 7,4 pKaN1 RM 
5A 6,85 78,00 19,37 6,85 73,34 
6A 6,98 72,40 24,34 6,98 78,16 
7B 6,86 77,63 19,66 6,86 75,57 
8B 6,99 71,99 24,66 6,99 82,4 
9A 6,84 78,28 19,12 6,84 85,29 
10A 6,97 72,72 24,06 6,97 89,91 
11A 6,81 79,41 18,13 6,81 80,02 
12A 6,98 72,43 24,31 6,98 91,52 
13A 6,94 74,22 22,75 6,94 91,52 
14A 6,98 72,46 24,29 6,98 82,99 
15A 6,98 72,48 24,27 6,98 87,71 
16A 6,81 79,41 18,13 6,81 84,65 
17A 6,98 72,51 24,24 6,98 92,35 
18B 6,85 78,07 19,30 6,85 83,37 
19B 6,98 72,49 24,26 6,98 88,19 
20B 6,94 74,10 22,86 6,94 96,23 
21A 6,94 74,15 22,81 6,94 94,37 
22A 6,95 73,92 23,01 6,95 94,3 
23B 6,94 74,01 22,94 6,94 97,16 
24B 6,93 74,65 22,37 6,93 101,75 
25A 6,82 79,29 18,04 6,82 107,33 
26A 6,81 79,07 17,99 6,81 124,64 
27A 6,93 74,49 22,51 6,93 107,32 
28A 6,94 74,11 22,84 6,94 117,12 
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4.2.2. Modelo 
 
O modelo desenvolvido neste trabalho que correlaciona os valores das 
constantes de inibição com as propriedades extraídas das estruturas químicas 
(Tabela 4), está apresentado na Equação 18.  
 log ( ͳ��) =  −ʹ͵,͵ͳͷͲͲͳ + ʹ,͹ͷ͵ͻͺͺ (����ଵ)  + Ͳ,ͲͶͺ͵Ͳ͹ሺܴ�ሻ          ሺͳͺሻ  
      
O presente modelo demonstra que a inibição da atividade enzimática da 
SaDHFR pela série análoga de diaminoquinazolinas, pode ser explicada pela 
combinação linear dos valores da refratividade molar (RM) e do pKa do nitrogênio 
1 (pKaN1) do anel quinazolínico (Equação 18). Os valores dos coeficientes das 
variáveis independentes demonstram uma maior contribuição para o modelo, do 
pKa do nitrogênio 1, seguido da refratividade molar (Equação 18). 
O sinal positivo do coeficiente para o pKa no modelo, indica que um aumento 
deste, está relacionado a um incremento da potência (Equação 18). Essa 
contribuição positiva do pKa do nitrogênio 1 sugere que a espécie protonada 
(Figura 39B) possui um maior papel na inibição enzimática já que, maiores 
valores de pKa diminuem o número de espécies neutras e aumentam o de 
protonadas (Tabela 5). 
A formação de uma ligação de hidrogênio extra entre o hidrogênio do 
nitrogênio 1 na espécie protonada e o carboxilato do aspartato 28 do sítio ativo 
(Figura 39B) corrobora com a contribuição do pKa indicada no modelo de QSAR 
para a inibição da atividade enzimática (Equação 18).  
A maior contribuição dessa ligação de hidrogênio frente as demais, pode ser 
justificada por uma maior força, gerada pelo nitrogênio carregado que remove 
densidade eletrônica do hidrogênio tornando-o mais positivo e favorecendo a 
interação com o carboxilato (Figura 39B). Essa justificativa indica que as 
espécies dos ligantes protonadas em N1, possuem uma maior afinidade pelo 
sítio ativo da enzima e um importante papel na inibição enzimática mesmo não 
estando em maior concentração. 
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Figura 39.  Interações polares em 2D entre o núcleo 2,4-diaminoquinazolínico e 
o sítio ativo da SaDHFR.  
 
 
A importância do pKa para a atividade antimicrobiana é reportada por Schop 
e colaboradores (2000), que atribuíram a resistência parcial observada na E. coli 
frente a 2,4-diaminopirimidinas,  às interações entre a carga do nitrogênio 
pirimidínico e os grupos fosfatos e carboxilatos da membrana235. Outro modelo 
desenvolvido por Girgis e colaboradores (2012) evidencia o papel do pKa na 
atividade citotóxica de uma série de congêneres frente a linhagem celulares de 
hepatoma236.  
De forma semelhante ao pKa, a refratividade molar apresentou uma 
contribuição positiva para atividade inibitória dos ligantes
 
(Equação 18). A 
refratividade molar pode ser definida como um descritor que correlaciona o 
volume molar e o índice de refração representando assim, o tamanho e a 
polarizabilidade de uma molécula237. É calculada através do índice de refração 
(n), da  massa molecular (M) e da densidade do cristal (ρ) por meio da equação 
de Lorentz-Lorenz (Equação 19)238. 
 �ܴ =  ሺ�ଶ − ͳሻ�ሺ�ଶ + ʹሻ�          ሺͳͻሻ 
 
A interpretação da refratividade molar como um descritor de dimensão 
molecular no presente modelo, justifica a sua contribuição positiva para a 
potência, pois o aumento da estrutura dos ligantes ocasiona uma maior 
complementariedade estereoquímica entre os ligantes e o sítio ativo da enzima, 
aumentando desta forma a afinidade e logo a atividade biológica. 
A B 
1 
2 3 4 
1 
2 3 4 
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Do ponto de vista da polarizabilidade molecular, o incremento positivo para 
a potência devido a refratividade molar dos ligantes, pode ser explicado, pois 
ligantes com maiores valores de refratividade molar estarão sujeitos a uma maior 
deformação da nuvem eletrônica pelo ambiente químico do sítio ativo, 
aumentando assim a força dos dipolos e consequentemente a 
complementariedade estereoquímica. 
A importância da refratividade molar para a inibição da DHFR do S. aureus 
foi reportada por Harris e colaborados (1992), onde a mesma demonstrou-se 
importante não só no modelo para SaDHFR como também para os modelos da 
Escherichia coli, Streptococcus faecalis, e a DHFR hepática bovina239.  
Além dos trabalhos de Harris, outros autores têm reportado a refratividade 
molar como um importante descritor em modelos que correlacionam a atividade 
biológica com a estrutura química, sejam em ensaios celulares ou 
enzimáticos239-244. Verma e Hansh (2010) desenvolveram um modelo 
quantitativo para explicar a potência de uma série de taxanos contra uma 
linhagem celular de carcinoma do cólon humano, onde a refratividade molar 
demonstrou-se o descritor de maior importância para o modelo240. 
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4.2.3. Validação 
 
O grau de ajuste do presente modelo foi avaliado por meio da análise de 
variância (ANOVA), como demonstra a Tabela 5. 
 
       Tabela 5 – Análise de variância para o modelo de inibição da SaDHFR 
 
      df – graus de liberdade (degrees of freedom) 
  SS – soma dos quadrados (sum of squares) 
  MS – média da soma dos quadrados (mean squares) 
 
A análise da variância revelou que o presente modelo explica 90,1% da 
variação em torno da média por meio do coeficiente de determinação (R2). Em 
concordância com o valor do R2, a correlação entre os valores previstos e os 
experimentais pode ser observada na Figura 40. 
 
Figura 40.  Valores previstos versus experimentais para a inibição da 
SaDHFR.   
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Fonte df  SS  MS  
Regressão 2 7,0023 3,50115 R2 = 0,901 
Resíduo 14 0,7715 0,05511 R2adj =0,887 
Total
 16 7,7738  F = 63,54 
    P>F 9,481·10-8 
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A confirmação da explicação pelo modelo, da maior parte da variabilidade 
dos dados, pode ser observada pelo baixo valor da soma dos quadrados dos 
resíduos, que é de 0,7715, quando comparado a soma dos quadrados da 
regressão, que é de 7,0023 (Tabela 5).  
A validade do modelo com relação a capacidade de explicar a maior parte 
da variabilidade dos dados é confirmada pelo valor de F (Tabela 5), que é cerca 
de 14,01 vezes maior que o tabelado (F2,4 = 3,74) para os respectivos graus de 
liberdade, a uma confiança de 95%. Além dos valores do coeficiente de 
correlação e do F, o valor do p associado ao teste F é menor que 0,0001%, 
indicando uma baixa probabilidade de erro associada ao modelo. 
A análise do coeficiente de determinação e do coeficiente de determinação 
ajustado indica um número adequado de descritores empregados na construção 
do modelo visto que, a diferença entre os dois é menor que 0,3245. 
A avaliação da significância estatística do modelo pela análise dos resíduos 
e dos valores previstos da atividade biológica, não indicam a existência de erros 
sistemáticos no presente modelo, já que os pontos se distribuem de forma 
aleatória (Figura 41). 
 
Figura 41.  Valores previstos versus os experimentais para inibição 
da SaDHFR. 
 
A significância estatística dos coeficientes da regressão linear foi avaliada 
com base em seus respectivos erros padrões, que são menores que os próprios 
valores dos coeficientes (Equação 20).  
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 log ( ͳ��) =  −ʹ͵,͵ͳͷ ሺ±ͷ,ͻ͵͵ͳ͸ʹሻ + ʹ,͹ͷ͵ͻͺͺሺ±Ͳ,ͺͶ͸ʹͳͲሻ����ଵ            ሺʹͲሻ   + Ͳ,ͲͶͺ͵Ͳ͹ሺ±Ͳ,ͲͲͶ͵ͳͷሻܴ� 
 
Para avaliar a existência de descritores com informação redundante no 
modelo, analisou-se a matriz de correlação dos descritores (Tabela 6).  Os 
descritores pKa e refratividade molar apresentaram a menor correlação uma 
baixa correlação (-0,18), indicando a inexistência de descritores redundantes no 
presente modelo. 
 
                     Tabela 6 – Matriz de correlação entre os descritores 
 
 
 
 
 
A análise para detecção de outliers no modelo foi realizada por meio do 
gráfico de resíduos padronizados contra a influência de cada objeto no modelo 
(Figura 42). A posição dos pontos referentes a cada ligante revela a ausência de 
outliers, visto que nenhum ponto ultrapassa o valor de 1 para distância de Cook, 
a qual está representada por curvas tracejadas (Figura 42). Os pontos referentes 
aos ligantes 11A, 24B e 26A apresentaram-se como os objetos mais próximos 
da distância de Cook de 1, revelando-se como os objetos que mais influenciam 
o modelo quando removidos do mesmo (Figura 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte pKa RM   
pKa 1 -0,18 
RM -0,18 1 
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Figura 42.  Gráfico dos resíduos padronizados contra a influência de 
cada objeto no modelo. As distâncias de Cook de 0,5 e 1 estão 
representadas como curvas tracejadas. 
 
A capacidade de previsibilidade do modelo foi testada inicialmente de forma 
interna, empregando-se a validação cruzada por LOO (do inglês, leave-one-out), 
a qual teve o coeficiente de correlação da validação cruzada (Q2) determinado 
segunda a Equação 21. Nesta equação Ypred e Y indicam respectivamente os 
valores preditos e observados das atividades, e Ȳ indica a média dos valores das 
atividades246. A validação cruzada apresentou um Q2 igual a 0,90 indicando um 
modelo com previsibilidade interna adequada245, 246. 
O valor de Q2 e R2, excluem a existência de superajuste, visto que a 
diferença entre os dois coeficientes é de 0,001, um  valor menor que 0,3, 
condição esta para ausência do referido erro112, 245. 
 ܳଶ =  ͳ − ∑( ௣ܻ௥௘ௗ − ܻ)ଶ∑ሺܻ −  Ȳሻଶ             ሺʹͳሻ 
 
A preditividade foi avaliada também de forma externa por meio do R2pred 
(Equação 22), onde Ypred(teste)  e Yteste indicam os valores preditos e observados 
respectivamente, e Ȳtreino a média das atividades do grupo treino246. O modelo 
apresentou R2pred  igual a 0,65, um valor maior que 0,5, condição exigida para 
modelos de QSAR com adequado poder de predição externa246. 
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ܴ௣௥௘ௗଶ =  ͳ − ∑( ௣ܻ௥௘ௗሺ௧௘௦௧௘ሻ − ௧ܻ௘௦௧௘)ଶ∑( ሺܻ௧௘௦௧௘ሻ −  Ȳ௧௥௘�௡௢)ଶ             ሺʹʹሻ 
 
 
4.3. PARTE III – PERFIL ADME/Tox 
 
4.3.1. Perfil farmacocinético teórico 
 
A análise farmacocinética teórica sugere que três compostos da série de 
diaminoquinazolina, são mais promissores, os quais apresentam-se 
biodisponíveis por via oral em humanos, sendo o composto 27A, o mais 
biodisponível, seguido pelos compostos 28A e 26A (Tabela 7). 
 
Tabela 7 – Características farmacocinéticas e farmacodinâmicas 
Ligante HIA (%) F (%) PPB (%) Ki (nM) MIC (µg/mL) MIC* (µg/mL) 
26A 100 49,16 100 0,02 0,5 2 
27A 100 99,99 100 0,026 0,125 0,5 
28A 100 75,97 100 0,025 0,5 0,5 
TMP 97247 >6396 4096 1,24101 1101 1101 
HIA – absorção intestinal humana, F – biodisponibilidade oral 
humana, PPB – ligação às proteínas plasmáticas, MIC- 
concentração inibitória mínima, MIC*- concentração inibitória mínima 
com 20% de soro, TMP – trimetoprima. 
 
Corroborando os dados quantitativos de biodisponibilidade, as regras 
qualitativas de Lipinski e Veber indicam também um bom perfil farmacocinético, 
já que os três compostos satisfazem as mesmas (Tabela 8). 
As menores biodisponibilidades observadas nos compostos 28A e 26A, 
podem ser justificadas devido a um maior metabolismo hepático, visto que todos 
os três compostos são bem absorvidos (Tabela 7).  
A predição da ligação às proteínas plasmáticas indica que os três compostos 
se ligam fortemente às mesmas (Tabela 7). Essa alta ligação pode ser atribuída 
aos valores de logP superiores a 3 (Tabela 8), indicando uma forte contribuição 
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do efeito hidrofóbico.  Essa contribuição é menos evidente no trimetoprima, que 
possui um logP menor que 3 e consequentemente uma baixa ligação às 
proteínas plasmáticas, quando comparado aos três compostos. 
 
Tabela 8 – Características moleculares 
Ligante 
Lipinski  Veber   
DH AH logP MM  nRot TPSA logD7,4 logS7,4 
26A 5 8 3,59 449,5  6 133,23 2,91 -7,44 
27A 4 5 4,60 344,4  3 87,06 4,39 -7,64 
28A 4 7 3,26 393,5  7 107,37 3,41 -6,62 
TMP 4 7 0,91* 290,3  5 105,53 1,10 -2,45 
DH – número de doadores de hidrogênio, AH – aceptor de hidrogênio, 
logP – logaritmo do coeficiente de partição octanol-água, MM – massa 
molecular, nRot – número de ligações rotacionáveis, TPSA – área 
superficial polar 2D, logD7,4 – logaritmo do coeficiente de partição 
octanol-tampão pH 7,4, logS7,4 – logaritmo da solubilidade a pH 7,4, 
TMP – trimetoprima, *(www.drugbank.ca). 
 
 
O aumento nos valores dos MICs dos compostos 26A e 27A, obtidos em 
meio contendo 20% de soro, foi atribuído por Li e colaboradores à ligação desses 
compostos aos constituintes do soro101. Os valores de logP e logS, corroboram 
com essas observações, visto que esses dois compostos se demonstraram mais 
lipofílicos e menos solúveis que o análogo 28A, o qual não apresentou mudanças 
em seu valor de MIC na presença de soro (Tabela 7). 
O modelo empregado para determinação da ligação às proteínas 
plasmáticas não conseguiu distinguir os três compostos, pois a todos foi atribuído 
ligação máxima às proteínas (Tabela 7). Essa limitação, pode estar relacionada 
a imprecisão do modelo em distinguir valores de ligação às proteínas 
plasmáticas entre compostos de maior caráter lipofílico.  
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4.3.2. Perfil toxicológico teórico 
 
Para avaliar o desempenho do OSIRIS Property Explorer e ter diferentes 
padrões de toxidade para efeito comparativo, submeteu-se à análise um fármaco 
(trimetoprima), como composto de baixa toxidade e o benzeno como composto 
químico de alta toxidade. O programa identificou ausência dos quatro riscos para 
o fármaco trimetoprima e a presença dos quatro riscos para o benzeno (Tabela 
9), demonstrando-se desta forma, capaz de distinguir um composto de alta 
toxidade, de um de baixa toxidade.    
 
Tabela 9 – Riscos toxicológicos teóricos 
Ligante Mutagenicidade Tumorogenicidade Efeitos 
irritantes 
Efeitos 
reprodutivos 
26A 
    
27A 
    
28A 
    
TMP 
    
BZN 
    
Verde - Ausência do risco, Amarelo – risco médio, Vermelho – alto risco. TMP – 
trimetoprima, BZN – benzeno. 
 
A análise toxicológica teórica revelou que os ligantes 26A e 28A, não 
possuem fragmentos moleculares responsáveis por efeitos mutagênicos, 
tumorogênicos, irritantes e reprodutivos (Tabela 9), demonstrando-se compostos 
promissores para as próximas etapas do processo de desenvolvimento. Apenas 
o ligante 27A apresentou um risco toxicológico potencial de mutagenicidade, 
porém de grau moderado (Tabela 9). 
O algoritmo do OSIRIS Property Explorer indicou que o fragmento 
responsável pela mutagenicidade do ligante 27A é a subestrutura naftaleno 
(Figura 43). Apesar disso, esta subestrutura é encontrada na estrutura do 
antagonista beta-adrenérgico propranolol (Figura 43), um fármaco aprovado e 
em uso clínico96. Assim, estudos in vitro e in vivo devem ser conduzidos para 
excluir ou não efeitos mutagênicos do ligante 27A. 
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Figura 43.  Fórmulas estruturais do ligante 27A e do propranolol 
 
 
 
  
Anterior à análise dos inibidores mais promissores, o modelo preditivo para 
o bloqueio do canal hERG, foi avaliado através da análise de um fármaco isento 
de cardiotoxidade (trimetoprima) e de outro sabidamente cardiotóxico, 
(cisaprida).  
Tanto o modelo binário quanto o multiclasse indicaram ausência de inibição 
do canal hERG para o fármaco trimetoprima, com uma probabilidade de 79% 
para o modelo multiclasse e 85% para o binário (Tabela 10). A análise do 
fármaco cisaprida indicou que este composto inibe o canal hERG com uma 
probabilidade de 75% para o modelo multiclasse e 89% para o binário (Tabela 
10), desta forma o modelo Pred-hERG demonstrou-se capaz de classificar tanto 
um inibidor quanto um não-inibidor, frente o canal hERG.  
 
Tabela 10 – Probabilidade de inibição do canal hERG 
Ligante 
Modelo 
 Binário 
Modelo Multiclasse 
26A Bloqueador (69%) Fraco/Moderado (48%) 
27A Bloqueador (61%) Não-bloqueador (44%) 
28A Bloqueador (56%) Não-bloqueador (48%) 
TMP Não-bloqueador (85%) Não-bloqueador (79%) 
CPD Bloqueador (89%) Bloqueador Forte (75%) 
TMP – trimetoprima, CPD – cisaprida. 
 
Dentre as três diaminoquinazolinas mais promissoras analisadas, a 26A 
apresentou o maior potencial de inibição do canal hERG, com uma probabilidade 
de bloqueio de 69% para o modelo binário e 48% para o multiclasse, sendo 
27A Propranolol 
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classificado por este último como um inibidor fraco a moderado (Tabela 10). O 
composto 27A demonstrou uma probabilidade intermediária para o bloqueio do 
canal hERG, sendo classificado como bloqueador, de acordo com o modelo 
binário e não bloqueador pelo modelo multiclasse (Tabela 10).  
A diaminoquinazolina 28A apresentou a menor probabilidade de bloqueio do 
canal hERG frente ao modelo binário (Tabela 10), sendo classificado como 
bloqueador, porém com uma probabilidade de 56%, além de possuir uma 
probabilidade de 48% frente ao modelo multiclasse, sendo classificado por este 
como não-bloqueador (Tabela 10). 
Por ser o inibidor mais potente e seletivo da série, o ligante 28A teve seu 
mapa de probabilidade analisado, o que revelou uma maior presença de linhas 
de contorno verdes sob os átomos de carbono da 7-fenila (Figura 44), indicando 
uma maior contribuição desta região da molécula para o bloqueio do canal 
hERG. 
 
Figura 44 – Mapa de probabilidade para bloqueio do canal hERG do inibidor 
28A. Linhas de contorno verdes indicam contribuição positiva para a inibição 
e linhas rosas indicam contribuição negativa. 
 
 
 
A análise dos dados indica que as diaminoquinazolinas 26A e 27A 
apresentam um maior potencial de cardiotoxidade relacionada à inibição do 
canal hERG.  
O inibidor 28A demonstra-se o mais promissor para seguir no processo de 
otimização, por apresentar o melhor perfil de segurança cardíaca teórico, 
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embora seu potencial cardiotóxico seja maior que o trimetoprima (Tabela 10). 
Com o auxílio do mapa de probabilidade, modificações estruturais racionais 
poderão ser realizadas para remover esse potencial e análogos com 
propriedades superiores poderão ser planejados.  
 
4.3.3. Análise de similaridade 
 
A análise da similaridade estrutural à fármacos, empregando o índice 
Druglikeness, disponível no OSIRIS Property Explorer indicou que as três 
diaminoquinazolinas mais promissoras, possuem distintas similaridades 
estruturais a fármacos (Figura 45). 
 
Figura 45 – Índice Druglikeness dos inibidores 26A, 27A, 28A e do fármaco 
trimetoprima (TMP). 
 
 
 
O inibidor 27A apresentou o menor valor de similaridade estrutural, sendo 
também o único composto a apresentar um valor negativo de Druglikeness 
(Figura 45). Esse baixo valor sugere que modificações estruturais mais radicais 
seriam necessárias para torna-lo mais estruturalmente relacionado à fármacos. 
O que poderia aumentar a probabilidade de efeitos negativos nas propriedades 
farmacodinâmicas e farmacocinéticas dos análogos propostos. 
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O inibidor 26A diferentemente do 27A, exibiu um valor positivo do índice 
Druglikeness porém, baixo quando comparado ao do fármaco trimetoprima 
(Figura 45). O composto 28A demonstrou-se o inibidor mais promissor dentre as 
três diaminoquinazolinas, por apresentar o maior valor de Druglikeness, além de 
exibir um valor próximo ao do trimetoprima (Figura 45). Desta forma, discretas 
modificações estruturais são necessárias a fim de tornar o composto 28A mais 
próximo estruturalmente a fármacos  
O perfil dos inibidores 26A, 27A, 28A e do fármaco trimetoprima frente ao 
índice Drug-Score, demonstrou-se análogo ao observado no Druglikeness 
(Figura 46), onde tem-se o inibidor 27A como o composto de menor valor de 
similaridade, seguido pelos compostos 26A, 28A e por último o fármaco 
trimetoprima (Figura 46). 
 
Figura 46 – Índice Drug-Score dos inibidores 26A, 27A, 28A e do fármaco 
trimetoprima (TMP). 
 
 
 
Apesar da analogia do índice Druglikeness com o Drug-Score, observa-se 
que as três diaminoquinazolinas apresentam valores de Drug-Score mais 
inferiores ao trimetoprima (Figuras 45 e 46). Esse comportamento pode ser 
justificado devido as baixas solubilidades das três diaminoquinazolinas quando 
comparadas ao trimetoprima, um composto com maior solubilidade (Tabela 8). 
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Solubilidades estas que diferem de 4 a 5 unidades logarítmicas da solubilidade 
do trimetoprima (Tabela 8). 
 
4.5. PARTE IV – Proposição de novos compostos  
 
4.5.1. Modificações estruturais 
 
Dentre as três diaminoquinazolinas com melhores potências e seletividades, 
a 28A demonstrou-se a mais promissora, por apresentar um melhor perfil 
ADME/Tox e de semelhança a fármacos. Sendo assim, escolhida para 
modificações estruturais.   
As regiões escolhidas no inibidor 28A para modificações estruturais estão 
esboçadas na Figura 47. 
 
Figura 47 – Regiões de modificações estruturais no inibidor 28A. Os círculos 
verdes indicam as regiões da molécula que sofreram modificações. 
 
 
As modificações estruturais usadas geraram um conjunto de 21 novos 
ligantes (Figura 48). 
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Figura 48 – Série análoga proposta. 
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4.5.2. Análise dos análogos propostos 
 
No primeiro filtro da triagem (docagem), 15 dos 21 análogos foram rejeitados 
(Figura 49), devido a valores ∆Glig maiores que o observado para o ligante 28A 
(compostos 28A-1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 15, 16, 17, 19, 20). O uso do modelo 
de QSAR na próxima etapa removeu 1 (composto 28A-7) dos 6 compostos 
provenientes da docagem (Figura 49).  
 
Figura 49 – Triagem dos análogos propostos. 
 
 
 
Todos os compostos que apresentaram atividades biológicas comparáveis 
ao ligante 28A pelo modelo de QSAR, satisfizeram as regras de Lipiniski e Veber 
para uma adequada biodisponibilidade oral (Figura 49). A análise de similaridade 
(DrugLikeness e DrugScore) dos 5 análogos (compostos 28A-12, 13, 14, 18 e 
21) oriundos da etapa Lipiniski e Veber removeu 2 desses compostos (28A-14 e 
28A-18). 
Os 3 compostos restantes (28A-12, 28A-13 e 28A-21) apresentaram 
características farmacocinéticas e toxicológicas similares ao seu precursor, 
sendo escolhidos para uma análise mais detalhada. 
A docagem dos três análogos propostos (Figura 50) revelou um padrão de 
interação do anel diaminoquinazolínico, similar ao encontrado para 
diaminoquinazolinas tanto em estruturas cristalográficas101, quanto nos 
resultados de docagem molecular obtidos no presente trabalho (Figuras 28-36).  
5 
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 Os três compostos apresentaram valores de ∆Glig inferiores ao do seu 
precursor (28A), demonstrando-se compostos promissores do ponto de vista 
farmacodinâmico teórico. O menor valor do ∆Glig do análogo 28A-21 (Tabela 11), 
pode ser justificado por uma maior complementariedade estereoquímica entre o 
grupo piperazil do referido ligante e a cavidade formada pelos aminoácidos 
leucina 29, valina 32, lisina 33, arginina 58 e leucina 22 (Figura 50). 
 
Figura 50 – Docagem dos análogos propostos mais promissores. Os ligantes 
estão esboçados em amarelo e a enzima pelas cores cinza, vermelho e azul, 
indicando respectivamente os átomos de carbono, oxigênio e nitrogênio.  
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Os valores das constantes de inibição obtidas através do modelo de QSAR 
desenvolvido e validado no presente estudo, revelaram que os análogos 28A-12 
e 28A-13 possuem uma potência 2 vezes maior que o composto 28A (Tabela 
11). Estes análogos demonstram-se também entre 78 e 95 vezes mais potentes 
que o antimicrobiano de uso clínico trimetoprima (Tabela 11). 
 
Tabela 11 – Características farmacocinéticas, farmacodinâmicas e físico-
químicas dos análogos propostos selecionados. 
Ligante HIA (%) F (%) PPB (%) Ki (nM) ∆Glig (kcal/mol) logP logS7,4 
TMP 97247 >6396 4096 1,24101 - 0,91* -2,45 
28A 100 75,97 100 0,035 -9,27 3,26 -6,62 
28A-12 97,84 59,00 100 0,013 -9,37 3,35 -6,68 
28A-13 100 68,36 100 0,016 -9,29 3,25 -6,59 
28A-21 100 69,41 100 0,165 -9,73 2,55 -5,69 
HIA – absorção intestinal humana, F – biodisponibilidade oral humana, PPB 
– ligação às proteínas plasmáticas, logP – logaritmo do coeficiente de 
partição octanol-água, logS7,4 – logaritmo da solubilidade a pH 7,4, TMP – 
trimetoprima, *(www.drugbank.ca). 
 
Dentre os três compostos, o inibidor 28A-21 fora o único que apresentou 
perda de potência (5 vezes) em comparação ao composto 28A, embora ainda 
seja aproximadamente 8 vezes mais potente que o trimetoprima (Tabela 11). 
Apesar dessa perda de potência, indicada pelo modelo de QSAR, os resultados 
da docagem demonstram que o análogo 28A-21 apresenta o menor ∆Glig dentre 
os três compostos (Tabela 11),
 
indicando uma maior afinidade frente ao sítio 
ativo da SaDHFR. 
As modificações estruturais que levaram aos compostos 28A-12, 28A-13 e 
28A-21 causaram uma discreta diminuição da biodisponibilidade oral humana, 
sendo a maior perda observada no análogo 28A-12 (Tabela 11), provavelmente 
devido a uma menor absorção intestinal humana causada pela sua baixa 
solubilidade e logP mais levado (Tabela 11). 
Os três compostos propostos não apresentaram valores de ligação as 
proteínas plasmáticas inferiores a 100% (Tabela 11), indicando que esses 
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compostos se encontram fortemente ligados às mesmas, o que diminui a fração 
de moléculas livres e consequentemente ativas. Modificações estruturais futuras 
poderão ser realizadas para diminuir este valor e melhorar outros parâmetros 
farmacocinéticos, pois altos valores de ligação podem confinar o composto no 
compartimento plasmático originando um volume de distribuição baixo. 
A análise de similaridade empregando o índice Druglikeness, indica que 
dentre os três análogos propostos, o 28A-13 fora o único com valor inferior ao 
composto de partida (Figura 51). O composto 28A-21 apresentou a maior 
similaridade estrutural, não apenas em comparação aos compostos 28A-12 e 
28A-13, como também ao fármaco trimetoprima (Figura 51), o que incentiva 
posteriormente sua síntese e avaliação in vitro. 
 
Figura 51 – Índice Druglikeness dos inibidores 28A, 28A-12, 28A-13, 28A-
21 e do fármaco trimetoprima (TMP). 
 
O uso do índice de similaridade Drug-Score revelou que as modificações 
estruturais que geraram os compostos 28A-12 e 28A-13, tiveram pouco impacto 
nos valores do referido índice (Figura 52). O composto 28A-21 apresentou um 
maior Drug-Score tanto em comparação com os compostos 28A-12 e 28A-13 
quanto com o composto de partida (Figura 52), demonstrando-se um composto 
com características de similaridade estrutural e físico-químicas promissoras. 
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Figura 52 – Índice Drug-Score dos inibidores 28A, 28A-12, 28A-13, 28A-21 e do 
fármaco trimetoprima (TMP). 
 
O modelo quantitativo para análise da cardiotoxidade relacionada ao 
bloqueio do canal hERG indicou que os três análogos possuem uma maior 
segurança cardíaca teórica quando comparados ao composto 28A, visto que as 
probabilidades para o bloqueio diminuíram e as para o não-bloqueio 
aumentaram (Tabela 12).  
 
Tabela 12 – Probabilidade de inibição do canal hERG 
Ligante 
Modelo 
 Binário 
Modelo Multiclasse 
28A Bloqueador (56%) Não-bloqueador (48%) 
28A-12 Bloqueador (51%) Não-bloqueador (55%) 
28A-13 Não-bloqueador (59%) Não-bloqueador (62%) 
28A-21 Não-bloqueador (53%) Não-bloqueador (46%) 
TMP Não-bloqueador (85%) Não-bloqueador (79%) 
CPD Bloqueador (89%) Bloqueador Forte (75%) 
TMP – trimetoprima, CPD – cisaprida. 
 
 
 
TMP 28A 28A-12 28A-13 28A-21
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
Dr
u
g-
Sc
o
re
95 
 
 
 
 
5. CONCLUSÕES 
 
O alinhamento das estruturas da SaDHFR com seus respectivos ligantes co-
cristalizados, demonstrou importantes correlações entre as estruturas dos 
ligantes e a conformação do sítio ativo da SaDHFR, indicando, desta forma, a 
presença de aminoácidos flexíveis no sítio ativo.  
Os resultados obtidos por alinhamento também facilitaram os protocolos de 
docagem, reduzindo o número de aminoácidos a serem considerados flexíveis. 
Além disso, o alinhamento facilitou a identificação de águas conservadas no sítio 
ativo da SaDHFR, as quais demonstraram ser importantes para a interação entre 
os ligantes e o sítio ativo da enzima. 
As simulações de docagem molecular sugerem que o aumento da potência 
observado nos ligantes contendo ogrupo metila no carbono 6, quando 
comparados aos seus análogos demetilados, ocorre provavelmente devido a 
interações de van der Waals, entre o referido grupo e a isoleucina 51. As 
interações de van der Waals justificam também o aumento de potência 
observados em ligantes substituídos na posição 2’ e 3’ da fenila no carbono 7, 
que ocorrem com os aminoácidos isoleucina 51, fenilalanina 93, leucina 55, 
valina 32, leucina 29 e os referidos ligantes. 
A análise titulométrica teórica revelou a presença de quatro espécies para 
cada ligante em pH fisiológico, estando a espécie neutra em maior abundância 
seguida pela espécie carregada em N1.  
A metodologia empregada na construção e validação de um modelo QSAR 
para explicar a inibição da SaDHFR, demonstrou-se robusta, visto que, fora 
possível estabelecer um modelo com significância estatística e capacidade de 
previsibilidade externa. Além disso, o modelo desenvolvido permitiu também 
estabelecer importantes inferências atômico-moleculares acerca dos 
mecanismos da inibição enzimática por 2,4-diaminoquinazolinas, os quais 
corroboram com os resultados obtidos por docagem molecular. 
A escolha do composto 28A para otimização demonstrou-se eficiente visto 
que três dos análogos planejados (28A-12, 28A-13 e 28A-21) apresentaram 
características farmacodinâmicas, farmacocinéticas e toxicológicas teóricas 
promissoras que incentivam a posterior síntese e o ensaio in vitro desses 
compostos. 
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Diante de todos os resultados obtidos conclui-se que os métodos 
computacionais empregados foram úteis no planejamento de inibidores da 
enzima dihidrofolato redutase de Staphylococcus aureus com propriedades 
farmacodinâmicas, farmacocinéticas e toxicológicas teóricas promissoras. Assim 
os métodos computacionais demonstraram-se indispensáveis para o 
entendimento dos mecanismos moleculares da inibição enzimática da SaDHFR 
e na gênese de novos compostos antimicrobianos que empregam o moderno 
processo de desenvolvimento de fármacos, auxiliando na tomada de decisões 
de custo-benefício durante toda cadeia produtiva. 
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